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Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop (CCHM) a Fluorescenčńı holografický mikroskop
(FHM) byly vyvinuty zejména pro kvantitativńı fázové zobrazováńı a měřeńı dynamiky
živých buněk, které obvykle bývá je předmětem digitálńı holografické mikroskopie (DHM).
CCHM a FHM v režimu ńızké koherence rozšǐruj́ı možnosti digitálńı holografické mikro-
skopie pro studium živých buněk. Nicméně, výhoda plynoućı z využit́ı ńızké koherence je
doprovázena zvýšenou citlivost́ı systému na přesnou justáž. Z tohoto d̊uvodu je zavedeńı
automatické justáže systému nevyhnutelné. V disertačńı práci je odvozena teorie ř́ızeńı,
je navržen a experimentálně ověřen automatizovaný systém justáže pro oba mikroskopy.
Bylo zjǐstěno, že holografický signál je významnou veličinou pro provedeńı justážńıch
postup̊u. Na tomto základě byly odvozeny p̊uvodńı procedury nastaveńı, které obsahuj́ı
procesy pro počátečńı a pokročilou justáž, jakož i pro dlouhodobé udržeńı mikroskopu
v naladěném stavu. Automatizované procesy byly v obou mikroskopech implementovány
pomoćı p̊uvodńı sady robotických mechanismů. Všechny v práci popsané postupy byly
experimentálně ověřeny na mikroskopech v laboratoři experimentálńı biofotoniky. Pro
FHM byl nav́ıc vyvinut ovládaćı software, který obsahuje potřebné automatizované pro-
cedury.
Summary
Coherence-Controlled Holographic Microscope (CCHM) and a Fluorescence Holograp-
hic Microscope (FHM) were developed particularly for quantitative phase imaging and
measurement of live cell dynamics, which used to be a subject of digital holographic mic-
roscopy (DHM). CCHM and FHM in low-coherence mode extend capabilities of DHM in
the study of living cells. However, this advantage following from the use of low coherence
is accompanied by increased sensitivity of the system to its correct alignment. Therefore,
the introduction of an automatic self-correcting system is inevitable. Accordingly, in the
thesis, the theory of a suitable control system is derived and the design of an automated
alignment system for both microscopes is proposed and experimentally proved. The holog-
raphic signal was identified as a significant variable for guiding the alignment procedures.
On this basis the original basic realignment algorithms were proposed, which encompasses
the processes for initial and advanced alignment as well as for long-term maintenance of
the microscope aligned state. Automated procedures were implemented in both micros-
copes unique set of robotic mechanisms designed and built within the frame of the thesis
work. All of the procedures described in the thesis were in real experimentally proved
at real microscopes in the experimental biophotonics laboratory. In addition, the control
software, which contains the needed automated procedures, was developed for FHM.
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botické mechanismy, software.
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Prohlášeńı
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3.2 Justáž mikroskop̊u moderńıch zobrazovaćıch technik . . . . . . . . . . . . . 14
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1 Úvod a ćıle disertačńı práce
Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop a Fluorescenčńı holografický mikroskop, které
byly naš́ı výzkumnou skupinou vyv́ıjeny, kladly v minulosti nepřiměřeně vysoké nároky
na uživatele, nebot’ vyžadovaly před každým měřeńım manuálńı nastaveńı mikroskopu
s ćılem dosáhnout nejvyšš́ıho kontrastu interferenčńıch proužk̊u. Tato nevýhoda bránila
širš́ımu uplatněńı těchto mikroskop̊u na biologických pracovǐst́ıch. Jedinou cestou, jak tuto
nevýhodu odstranit byla automatizace nejd̊uležitěǰśıch proces̊u, které prob́ıhaj́ı při
spuštěńı a provozu holografických mikroskop̊u vyv́ıjených naš́ı výzkumnou skupinou. Této
problematice a tomuto ćıli je věnována tato disertačńı práce. Jej́ımi d́ılč́ımi ćıli bylo:
• sestavit přehled použ́ıvaných metod pro justáž mikroskop̊u,
• uvážit použitelnost současných justážńıch metod pro námi vyv́ıjené mikroskopy,
• navrhnout a ověřit veličinu vhodnou k charakterizaci naladěńı mikroskop̊u,
• navrhnout a otestovat vhodné justážńı procedury,
• navrhnout a vyrobit poč́ıtačem ř́ızené robotické mechanismy pro vyv́ıjené mikro-
skopy,
• vytvořit ř́ıdićı program pro právě vznikaj́ıćı Fluorescenčńı holografický mikroskop,
• do programu integrovat metody automatické justáže.
Vyjmenované úkoly byly postupně řešeny a jejich řešeńı se stalo podkladem jednotlivých
kapitol této práce. V rešeršńı části práce v kapitole 2 jsou shrnuty nejpouž́ıvaněǰśı metody
mikroskopie živé buňky včetně interferenčńıch metod. Pro tyto metody jsou v kapitole 3
uvedeny možnosti justáže mikroskop̊u. V literatuře publikované metody justáže pro inter-
ferenčńı (tedy i holografické) mikroskopy byly shledány nevyhovuj́ıćımi pro mikroskopy,
které naše výzkumná skupina vyv́ıj́ı (viz popis mikroskop̊u v kapitole 4). Tyto metody bud’
vyžadovaly př́ıdavný osvit vzorku či doplněńı optické sestavy mikroskopy o dodatečnou
optiku. Proto byla v kapitole 5 odvozena a na mikroskopech otestována vhodná veličina
využitelná pro hodnoceńı stavu naladěńı mikroskop̊u. Na základě jej́ıho měřeńı byly v ka-
pitole 6 navrženy a otestovány vhodné justážńı procedury. Z jejich požadavk̊u vyplynulo
v kapitole 7 konstrukčńı řešeńı robotizovaných mechanismů, které umožňuj́ı praktické za-
vedeńı justážńıch procedur. Posledńı 8. kapitola je zaměřena na popis funkćı obslužného
softwaru pro Fluorescenčńı holografický mikroskop, který byl speciálně vytvořen pro tento
mikroskop. Tento software také obsahuje navržené justážńı procedury. V dodatku práce je
následně zhodnocena možnost použit́ı alternativńı veličiny pro justáž mikroskop̊u a návrh
formy softwarového autofokusu pro Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop.
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2 Mikroskopie živé buňky
2.1 Optické vlastnosti živé buňky
Zobrazováńı buněčných preparát̊u pro biologické aplikace má oproti technickým apli-
kaćım mikroskopie mnohá specifika a s nimi souvisej́ıćı požadavky na zobrazovaćı soustavu
mikroskopu. Snad nejvýznačněǰśım z nich je vlastńı optická povaha živé buňky, která je
z největš́ı části tvořena vodou, tedy látkou o přibližně stejném indexu lomu, jako má jej́ı
přirozené prostřed́ı. Buňka je z chemického hlediska membránami ohraničený vodný roz-
tok předevš́ım protein̊u, lipid̊u, cukr̊u, jejichž hmotnost je označována jako suchá hmota
buňky [1]. Tyto látky se od svého rozpouštědla lǐśı indexem lomu, jsou amplitudově nekon-
trastńı a zároveň pro biology nejv́ıce zaj́ımavé. Proto lze buňky řadit z optického hlediska
mezi fázové objekty, tedy objekty, které měńı zejména fázi procházej́ıćı světelné vlny,
nikoliv jej́ı amplitudu. Tud́ıž je problematické zobrazit živou buňku běžným světelným
mikroskopem.
2.2 Moderńı metody zobrazováńı buněk
Problém ńızkého amplitudového kontrastu řeš́ı moderńı metody mikroskopie značeńım
buněk fluorescenčńımi barvivy. Prvńı popisy fluorescenčńıch metod byly uveřejněny na
začátku 19. stolet́ı [2, 3]. Jejich společným principem je, že specifická část buňky je nabar-
vena fluorescenčńım barvivem, tedy látkou s přesně definovaným excitačńım a emisńım
spektrem [4]. Emisńı spektrum je v̊uči excitačńımu posunuto Stokesovým posuvem do
oblasti červené části spektra. Je tedy vyzářeno světlo o nižš́ı energii, než mělo světlo
excitačńı. Rozd́ıl energíı je uvolněn při nezářivých přechodech ve fluorescenčńım bar-
vivu a měńı se např́ıklad na tepelnou energii. Dı́ky tomuto posuvu je možno emitované
světlo vyfiltrovat a oddělit jej od excitačńıho světla. Vlastńı barveńı lze provést dvěma
zp̊usoby. Podobně jako při klasickém barveńı je buňka fixována. T́ım je znemožněno stu-
dium životńıch proces̊u buňky. Druhou možnost́ı je buňku geneticky modifikovat transfekćı
plasmidu, který zp̊usobuje produkci barviva, které je specificky vázáno v buňce [5]. T́ımto
zásahem je však buňka nenávratně pozměněna.
Základńı metodou pro fluorescenčńı pozorováńı buněk je epi-fluorescenčńı mikroskopie
[6, 7]. Konstrukce mikroskopu vycháźı z principu běžného transmisńıho mikroskopu. Je
doplněna druhou osvětlovaćı soustavou, která je vložena mezi objektiv a okulár nebo čip
kamery. Tato soustava se skládá z širokopásmového zdroje (např. halogenová výbojka,
systém LED), kolektorové čočky a výměńıku s tzv. fluorescenčńımi kostkami, které jsou
soustavou tvořenou excitačńım filtrem, dichroickým zrcadlem a barierovým filtrem. Bar-
vivo navázané na studované buněčné struktury je odrazem od dichroického zrcadla a
po pr̊uchodu objektivem osvětleno vlnovými délkami excitačńıho spektra a t́ım docháźı
k jeho excitaci. Emitované zářeńı je sb́ıráno objektivem, bez odrazu procháźı dichroickým
zrcadlem přes bariérový filtr. Ten propust́ı do okuláru (kamery) jen vlnové délky spektra
emitovaného světla. Fluorescenčńı metoda je kvantitativńı v tom smyslu, že podle jasu za-
znamenaného obrazu lze určit množstv́ı sv́ıt́ıćıho barviva a t́ım i množstv́ı hmoty buňky,
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na kterou je vázáno [8]. Nevýhodou fluorescence je omezená životnost fluorescenčńıho
barviva, kdy po určitém počtu excitaćı a emiśı barvivo bledne, vyhaśıná a vyběluje se
(photobleaching) vlivem nevratných změn v barvivu (štěpeńı kovalentńıch vazeb barviva)
a vlivem nespecifikovaných reakćı mezi barvivem a ostatńımi molekulami [9]. Tomuto
efektu lze předcházet sńıžeńım intenzity excitačńıho světla, časově omezeným osvitem
barviva, a zvýšeńım koncentrace barviva.
Princip epi-fluorescenčńıho pozorováńı je v dnešńı době rozv́ıjen pro metody 3D zobra-
zováńı. Základńı metodou je jeho kombinace s konfokálńı mikroskopíı [10, 11] za vzniku
laserové rastrovaćı konfokálńı mikroskopie [12]. Celé zorné pole objektivu je skenováno
svazkem excitačńıho zářeńı laseru pomoćı vychylovaćıch zrcadel. Emisńı a rozptýlené
excitačńı zářeńı, vycházej́ıćı z předmětové roviny objektivu je po identickém pr̊uchodu
optickou soustavou fokusováno do d́ırkové clony, za kterou docháźı k filtraci. Světlo,
rozptýlené mimo rovinu ostrosti, je cloněno. Obraz je opět tvořen pouze emitovaným
světlem. T́ımto zp̊usobem je zobrazena bod po bodu pouze ta rovina vzorku, na kte-
rou je objektiv zaostřen. K nasńımáńı 3D struktury vzorku je třeba mezi jednotlivými
obrazy přeostřit do jiné hloubky vzorku a výsledných sńımk̊u poč́ıtačově vytvořit 3D zo-
brazeńı. Obdobně lze kombinovat epi-fluorescenčńı pozorováńı s v́ıcekanálovou konfokálńı
mikroskopíı [13, 14], která využ́ıvá soustavy dvojic d́ırkových clon, které rotuj́ı na Nip-
kowově kotouči. Výsledkem je konfokálńı fluorescenčńı mikroskop, který vyžaduje pouze
jedné rotace Nipkowova disku k tomu, aby nasńımal celé zorné pole objektivu. Podobně
lze dosáhnout hloubkové diskriminace skenováńım při požit́ı v́ıcefotonové fluorescenčńı
mikroskopie [15], která se vyznačuje t́ım, že excitovaný stav barviva je vyvolán absorpćı
v́ıce foton̊u, jejichž celková odevzdaná energie je shodná jako při běžné absorbci jedńım
fotonem. Aby mohlo k takové absorpci doj́ıt, muśı být fluorescenčńı barvivo osvětleno
s velkou intenzitou světla. Tento jev nastává pouze v rovině ostrosti objektivu.
Konfokálńı metody pozorováńı lze využ́ıt k měřeńı vnitřńı dynamiky živé buňky. Tato
metoda se nazývá FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) [16]. Metoda
byla p̊uvodně vyvinuta pro př́ıčné pozorováńı difúze molekul. Fluorescenčńı barvivo je
navázáno na zkoumané proteiny, membránové lipidy apod. Po ozářeńı vybraného mı́sta
excitačńım světlem je fluorescence molekul vysv́ıcena. Lze pak pozorovat znovuobnoveńı
fluorescence ve vysv́ıceném mı́stě, které svědč́ı např́ıklad o př́ıčném pohybu molekul, kon-
tinuitě membránových organel, pohybu zkoumaných molekul nebo jejich transportu. Ob-
dobnou metodou je metoda FLIP (Fluorescence Loss in Photobleaching). Touto technikou
se zkoumá pohyb molekul uvnitř buněk a membrán. Metoda využ́ıvá ćıleného vybělováńı
barviva. Je definována měřená oblast zájmu a kontrolńı oblast. Ta slouž́ı k určeńı ve-
likosti fluorescenčńıho signálu před započet́ım vybělováńı. Oblast zájmu je vybělována
intenzivńım laserovým zábleskem. Poté je nezbytné vyčkat ustáleńı a obnovy fluores-
cence ve vybělené oblasti buňky. Tyto kroky jsou cyklicky opakovány. Změna fluorescence
v oblasti zájmu je pak kvantifikována [17]. Dále je možno zkoumat interakce molekul
metodou FRET (Förster Resonance Energy Transfer) [18]. FRET umožňuje studovat in-
terakce mezi proteiny, interakce protein-DNA a strukturńı změny protein̊u. Molekuly jsou
označeny odlǐsnými barvivy, která jsou zvolena tak, aby se emisńı spektrum jednoho z nich
překrývalo s excitačńım spektrem druhého. Pokud tyto molekuly vzájemně reaguj́ı a je-
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jich barviva se dostanou velice bĺızko (méně než na 4 nm), energie excitovaného světla se
může přenést z jednoho barviva na druhé. Źıskat kvantitativńı FRET informaci z jednoho
obrázku je složité, protože fluorescenčńı intenzita nezáviśı jenom na účinnosti přenosu, ale
i na neznámé koncentraci barviva. Proto se provád́ı až 8 měřeńı s r̊uznými kombinacemi
barviv a tedy s r̊uznými excitačńımi a emisńımi vlnovými délkami.
Metody, které byly v této kapitole zat́ım popsány spojuje jedna vlastnost. Tou je
omezeńı př́ıčného rozlǐseńı dané Abbeho podmı́nkou [19]. Obecněji řečeno dvourozměrnou
přenosovou funkćı bodu (2D PSF), která je dána použitou optikou. V př́ıpadě konfokálńıho
zobrazeńı se pak mluv́ı o tř́ırozměrné přenosové funkci bodu (3D PSF). Nicméně existuj́ı
metody, které dokáž́ı zmenšit velikost 3D PSF a t́ım zvýšit rozlǐseńı př́ıstroje. Jedná se
např́ıklad o metodu STED (Stimulated Emission Depletion Microscope) [20]. Ta, jak je
zmı́něno v názvu, využ́ıvá principu stimulované emise. Excitačńı laserové světlo excituje
barvivo vzorku shodně jako při konfokálńım zobrazeńı a velikost 3D PSF je neměnná a
daná volbou optiky mikroskopu. Aby byla sńıžena jej́ı velikost, zavád́ı se do optické sou-
stavy druhý osvětluj́ıćı svazek (deplečńı svazek), vyvolávaj́ıćı stimulovanou emisi fluores-
cenčńıho barviva a t́ım je potlačena jeho fluorescence. 3D PSF tohoto svazku je tvarována
tak, aby kolem 3D PSF excitačńıho svazku vytvářela slupku a t́ım zmenšovala oblast,
ze které je emitováno fluorescenčńı zářeńı. Parametry a intenzitu 3D PSF deplečńıho
svazku lze upravovat. T́ımto zp̊usobem je možno dosáhnout rozlǐseńı 50− 200 nm. Světlo
excitačńıho a deplečńıho svazku je filtrováno a nepod́ıĺı se na zobrazeńı vzorku. Pro daľśı
zvýšeńı rozlǐseńı je metoda dále vyv́ıjena a nahrazována metodou Gated STED, která
využ́ıvá časováńı sběru emitovaného zářeńı v pr̊uběhu životnosti excitovaného stavu flu-
orescenčńıho barviva [21].
Daľśı možnost́ı, jak źıskat vysoké rozlǐseńı na úrovni molekul, je použit́ı foto-sṕınaných
barviv a metod STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM (Photo-
activated Localization Microscopy) nebo FPALM (Fluorescence Photoactivation Localiza-
tion Microscopy) [22]. Jedná se o barviva, která je možné přeṕınat pomoćı laseru ńızkého
výkonu z nefluorescenčńıho do fluorescenčńıho stavu a zpět. Po osvitu t́ımto laserem má
jakákoliv molekula barviva malou pravděpodobnost, že je přepnuta do fluorescenčńıho
stavu. Zbytek populace z̊ustává v p̊uvodńım nefluorescenčńım stavu. Rozd́ıl mezi těmito
metodami je dán povahou fluorescenčńıho barviva, které metody využ́ıvaj́ı. Základńım
principem STORM, PALM, FPALM a daľśıch souvisej́ıćıch metod je, že aktivovaný stav
fotosṕınatelného barviva muśı vést při po sobě jdoućıch emiśıch foton̊u k tomu, aby byla
možná přesná lokalizace barviva před t́ım, než je barvivo přepnuto do nefluorescenčńıho
stavu nebo vyběleno. Nav́ıc ř́ıdce aktivované fluorescenčńı molekuly muśı být od sebe
vzdáleny v́ıce než je př́ıčné rozlǐseńı dané Abbeho podmı́nkou, aby bolo možno přesně
určit polohu sv́ıt́ıćıho barviva.
Daľśı rozš́ı̌renou technikou je metoda SIM (Structure Illumination Microscopy), která
bývá kombinována s metodou osvětleńı TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)
[23]. Metoda SIM využ́ıvá vzor mř́ıže, která je promı́tána do roviny ostrosti objektivu.
Vzor mř́ıže je za stálého sńımkováńı posouván a tento proces je opakován pro celkem šest
úhl̊u jej́ıho natočeńı. Výsledný obraz je pomoćı Fourierovských metod skládán v prosto-
rově frekvenčńı oblasti. Rozlǐseńı výsledného obrazu odpov́ıdá použit́ı objektivu s dvoj-
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násobnou numerickou aperturou. Jedná se o metodu světlého pole, tud́ıž výsledný obraz
postrádá informaci o hloubce, z které je sńımán. Tato metoda je často kombinována s me-
todou TIRF. Tato metoda je vhodná pro pozorováńı oblast́ı buňky které jsou v těsné
bĺızkosti podložńıho skla. Vzorek je osvětlen ze strany objektivu tak, že na optickém roz-
hrańı buňka-sklo docháźı k totálńımu odrazu. Vzniklá evanescentńı vlna se š́ı̌ŕı na stranu
buňky a excituje fluorescenčńı barvivo. Společnou nevýhodou všech metod založených na
fluorescenci světla je jejich invazivita. Při pozorováńı živé buňky fluorescenčńımi meto-
dami je chováńı buňky ovlivňováno fototoxicitou fluorescenčńıch barviv [24].
2.3 Klasické neinvazivńı metody zobrazováńı živých buněk
Jde o metody, které jsou schopny vizualizovat změny fáze vlny a nevyžaduj́ı tedy žádné
umělé značeńı buňky. Historicky nejstarš́ı je metoda Zernikova fázového kontrastu [25, 26],
která je založena na interferenci světla rozptýleného vzorkem, a světla, které procháźı
vzorkem bez rozptylu a je uměle fázově posunuto. Vzorek je osvětlen pomoćı kondenzoru,
v jehož předńı ohniskové rovině je vložena clona ve formě propustného mezikruž́ı. Pokud
nedojde k rozptylu světla vzorkem, procháźı toto světlo do objektivu, v jehož zadńı ohnis-
kové rovině je vložena fázová maska ve formě mezikruž́ı, které posouvá fázi tohoto světla
o π/2 nebo −π/2 podle toho, zda se jedná o pozitivńı či negativńı fázový kontrast. Světlo
vzorkem rozptýlené procháźı mimo toto mezikruž́ı. Interferenćı obou složek světelné vlny
je navozen kontrast fázových objekt̊u, který ovšem neumožňuje stanovit fázové posuvy
světla ve vzorku kvantitativně. Výsledný fázový obraz je nav́ıc zat́ıžen nežádoućım arte-
faktem ve formě halo-efektu v mı́stech velkých fázových skok̊u, tedy např́ıklad na okraji
buňky, který znemožňuje pozděǰśı přesné určeńı jej́ı hranice. Obdobnou metodou je i
Nomarského diferenciálńı interferenčńı kontrast [27], který využ́ıvá principu polarizace a
interference. Svazek je před vstupem do kondenzoru polarizován a rozdělen Nomarského
hranolem do dvou kolmo polarizovaných svazk̊u, které jsou v̊uči sobě nepatrně př́ıčně
posunuty. Po pr̊uchodu vzorkem a objektivem jsou svazky pomoćı druhého Nomarského
hranolu sloučeny zpět. Vzniklý svazek procháźı analyzátorem a vytvář́ı obraz, jehož body
charakterizuj́ı dráhový rozd́ıl př́ıčně posunutých paprsk̊u. Obraz vyvolává dojem šikmého
nasv́ıceńı vzorku. Daľśı méně použ́ıvanou metodou je Hoffman̊uv modulačńı kontrast [28],
která využ́ıvá principu šikmého osvětleńı. V předńı ohniskové rovině kondenzoru je mimo-
osově umı́stěna obdélńıková štěrbina. V mı́stě jej́ıho obrazu, v zadńı ohniskové rovině ob-
jektivu, je umı́stěn modulátor tvořený amplitudovou maskou, která je dělena na tři části.
Část masky je zcela absorbuj́ıćı, daľśı část je propustná. Mezi nimi je oblast, která pro-
poušt́ı 15 % intenzity světla. Světlo ze štěrbiny kondenzoru, které procháźı oblast́ı vzorku
s gradientem optické tloušt’ky, se odchýĺı od p̊uvodńıho směru a obraz štěrbiny vytvořený
v zadńı ohniskové rovině objektivu je posunut vzhledem k zóně modulátoru s 15 % ab-
sorbanćı. Tak dopadá na zcela absorbuj́ıćı nebo zcela propustnou plochu. T́ım docháźı ke
ztemněńı nebo zjasněńı př́ıslušného mı́sta v obraze vzorku. Výsledek bud́ı dojem šikmo
osvětleného reliéfu a je velmi podobný Nomarského kontrastu. Vzhled obrazu záviśı na
orientaci gradientu optické tloušt’ky objektu vzhledem ke štěrbině. Rovnoběžné gradienty
se neprojev́ı. Tato metoda je levněǰśı než předešlá metoda, protože nevyžaduje polari-
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zované světlo a lze pozorovat i objekty na dvojlomných podložkách (plastikové misky).
Společným rysem všech těchto metod je, že výsledný fázový obraz neńı kvantitativńı a
pouze vizualizuje buňku. Tud́ıž neumožňuj́ı měřeńı suché hmoty v buňce, jej́ıž plošná hus-
tota je přibližně úměrná fázovému posuvu světelného svazku v př́ıslušném bodě vzorku
[1].
2.4 Interferenčńı metody pro kvantitativńı zobrazováńı buněk
V předchoźı části práce jsou popsány metody, které jsou běžně použ́ıvány v biologických
laboratoř́ıch a při výzkumu živých buněk. Avšak žádná z popsaných metod neumožňuje
zobrazovat živou buňku neinvazivně bez zásahu do jej́ıho přirozeného stavu, a současně
kvantitativně ve smyslu určeńı množstv́ı či rozložeńı hmoty buňky. Jak již bylo řečeno,
je známo, že plošná hustota suché hmoty buňky je přibližně úměrná fázovému posuvu
světla v daném bodě vzorku [1]. Neinvazivńı a současně kvantitativńı pozorováńı živých
buněk tedy umožňuj́ı metody kvantitativńıho fázového zobrazováńı (Quantitative Phase
Imaging - QPI), z nichž nejv́ıce je zastoupena metoda digitálńı holografické mikroskopie




holografie“ (z řeckého holos - úplný a grafie - záznam) napov́ıdá, že se jedná
o metodu určenou k plnému záznamu světelné vlny. Oproti klasické fotografii, kde je zachy-
cena intenzita světla, holografický sńımek zaznamená vlnu jako celek, tedy jak amplitudu
vlny, tak i jej́ı fázi. Takto vzniká kvantitativńı fázové obrazeńı (QPI), které je vhodné
k pozorováńı měřeńı dynamiky živých buněk [29]. Vlnu z interferenčńıho záznamu jako
prvý zrekonstruoval poprvé v čtyřicátých letech minulého stolet́ı Gabor [30] při expe-
rimentu s in-line uspořádáńım interferometru, jenž byl založen na interferenci elektro-
nového zářeńı rozptýleného objektem (předmětová vlna) a zářeńı nerozptýleného (refe-
renčńı vlna). Tato metoda byla rozv́ıjena pro použit́ı v biologických aplikaćıch s použit́ım
laserového světla [31]. In-line uspořádáńı využ́ıvaj́ı prakticky všechny interferenčńı mik-
roskopy. Zaznamenaný interferogram však neńı hologramem v pravém slova smyslu, ne-
bot’ neumožňuje jednoznačnou rekonstrukci fáze. Pro źıskáńı kompletńı fázové informace
nutno využ́ıt Phase Shifting Algoritm [32]. Metod pro záznam a rekonstrukci je několik,
lǐśı se počtem interferogramů, které je třeba zaznamenat a diferenćı rozd́ılu dob š́ı̌reńı -
při menš́ım počtu záznamů muśı být velikost diference mezi jednotlivými interferogramy
známá a přesně nastavená hodnota (chyba nastaveńı negativně ovlivňuje přesnost źıskané
informace - zejména fáze), při větš́ım počtu záznamů neńı nutné dodržet přesnou hod-
notu diference mezi jednotlivými interferogramy. Př́ıkladem zař́ızeńı, které bylo upraveno
pro kvantitativńı fázová pozorováńı je interferenčńı Horn̊uv mikroskop [33, 34]. Metoda
ř́ızené fáze byla aplikována i při adaptaci Zernikovy metody fázového kontrastu na metodu
kvantitativńıho fázového zobrazováńı (SLIM [35]). Oproti Gaborovu uspořádáńı využ́ıvaj́ı
obě metody plošný polychromatický zdroj osvětleńı. Oba mikroskopy jsou vybaveny ac-
hromatickým posouvačem geometrické fáze. U Hornova př́ıstroje je tento prvek tvořen
trojićı hranol̊u, přičemž prostředńı je umı́stěn na motorizovaném posuvu tak, aby mohl
být zasouván mezi zbylé dva hranoly. SLIM mikroskop má v rovině, která je opticky
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sdružena se zadńı ohniskovou rovinou, vložen prostorový modulátor světla, který svoj́ı
funkćı měńı fázové zpožděńı referenčńı vlny (světla nerozptýleného vzorkem). Z d̊uvodu
ńızké koherence světla plošného polychromatického zdroje je vyžadováno, aby referenčńı
a předmětová vlna procházela opticky identickou cestou.
S př́ıchodem off-axis holografie [36] bylo možno provést kompletńı záznam vlny jedńım
iterferogramem - hologramem, což v mikroskopových aplikaćıch umožnilo zvýšit frek-
venci sńımkováńı při sledováńı dynamiky živých buněk. Off-axis uspořádáńı znamená,
že optické osy větv́ı v̊uči sobě sv́ıraj́ı úhel potřebný pro vytvořeńı sady interferenčńıch
proužk̊u, ze kterých lze rekonstruovat jednoznačně amplitudu a fázi zaznamenané vlny.
Historicky prvý off-axis holografický mikroskop dovoloval pouze rekonstrukci vlny [37].
K rekonstrukci fáze vlny je třeba využ́ıt poč́ıtač, proto až s vývojem výkonného har-
dwaru vznikl prvý použitelný mikroskop [38]. Ten využ́ıvá laserový zdroj světla, který
jako v klasickém transmisńım mikroskopu osvětluje přes kondenzor vzorek. Obraz vzorku
je zachytáván objektivem a kamerou. K vytvořeńı Mach-Zehnderova interverometru je pa-
ralelně k předmětové větvi vedena větev referenčńı, kterou d́ıky vysoké koherenci zdroje
neńı třeba osazovat shodnou optikou jako u Hornova mikroskopu. Off-axis holografický
záznam lze také źıskat připojeńım modulu τ interferometru [39] nebo wDPM modulu [40]
k běžnému mikroskopu. Světelná vlna vstupuj́ıćı do těchto modul̊u je dělena do dvou větv́ı,
přičemž v referenčńı větvi je vložen prostorový filtr, propouštěj́ıćı pouze nultou prostoro-
vou frekvenci. Nevýhodou všech popsaných off-axis uspořádáńı je použitý laserový zdroj.
Zaznamenaný hologram je ovlivněn koherenčńım šumem a záznamy difrakćı vznikaj́ıćıch
na aperturách čoček. Tyto vady hologram poškozuj́ı a zhoršuj́ı kvalitu výsledného fázového
kontrastu.
Řešeńım problému je použit́ı světla ńızké časové a prostorové koherence (plošného po-
lychromatického zdroje osvětleńı). Tyto mikroskopy (Koherenćı ř́ızené holografické mik-
roskopy - CCHM) využ́ıvaj́ı principu nekoherentńı off-axis holografie, založené na využit́ı
difrakčńı mř́ıžky jako součásti interferometru. Interferenčńı struktura je tedy současně
zobrazeńım struktury difrakčńı mř́ıžky a proto ji lze vytvořit i nekoherentńım světlem
[41, 42, 43]. Nevýhoda těchto mikroskop̊u je stejná jako u Hornova mikroskopu, a to
je nutnost opticky identických větv́ı interferometru. Použit́ı nekoherentńıho světla nav́ıc
zvyšuje náročnost nastaveńı mikroskopu, nebot’ č́ım méně koherentńı světlo je použito,
t́ım obt́ıžněǰśı je kv̊uli vysoké citlivosti nastaveńı optické délky obou větv́ı a jejich přesné
koincidence v př́ıčném směru.
Kromě odstraněńı koherenčńıho šumu je daľśı výhodou CCHM možnost využ́ıt efekt
koherenčńı brány daný ńızkou koherenćı světla k tvorbě optických řez̊u vzorkem [44]
(v reflexńım módu) nebo k zobrazeńı v turbidńım médiu [45, 46, 47] (v transmisńım
módu). Nı́zká koherence také zvyšuje stranové rozlǐseńı a zobrazeńı jako takové [48].
Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop [43] je vhodný k multimodálńımu zobrazováńı,
např́ıklad v kombinaci s epi-fluorescenćı. Nicméně nedovoluje v tomto módu hloubkově
diskriminované zobrazeńı fluorescenčńıho barviva. Toho lze dosáhnout využit́ım neko-
herentńı holografie, kdy je emitované zářeńı sńımáno objektivy z obou stran vzorku a to
následně interferuje ve výstupńı rovině mikroskopu [49, 50]. Tyto mikroskopy se vyznačuj́ı
in-line uspořádáńım interferometru, jsou achromatické a zdrojem zářeńı může být polyc-
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hromatický zdroj. Hlavńı nevýhodou těchto zař́ızeńı je, že pro źıskáńı úplné informace
o předmětové vlně (amplitudy a fáze) je nutno opět zaznamenat množstv́ı interferogramů
(alespoň tři) lǐśıćıch se rozd́ılem dob š́ı̌reńı emitovaného zářeńı v prvńı a v druhé větvi.
Sestava mikroskopu dle [49] využ́ıvá pouze jeden detektor, takže je možné sńımat pouze
v časové posloupnosti, což prakticky omezuje použit́ı takového zař́ızeńı na statické ob-
jekty. Systém uvedený v patentovém dokumentu [50] využ́ıvá kombinačńıho členu (děliče),
který rozděĺı svazky z prvńı a z druhé větve a přivede je současně k několika detektor̊um.
Kombinačńı člen zajist́ı časově neměnnou diferenci rozd́ılu dob š́ı̌reńı emitovaného zářeńı
v prvńı a v druhé větvi, r̊uznou pro r̊uzné detektory. Všechny detektory mohou sńımat
synchronně, což vede ke zvýšeńı přesnosti měřeńı v̊uči [49]. V současné době je vyv́ıjen
a patentován Fluorescenčńı holografický mikroskop (FHM) [51], využ́ıvaj́ıćı podobného
principu zobrazováńı, ale v kombinaci s off-axis holografickým uspořádáńım interfero-
metru. Přednost́ı tohoto mikroskopu je možnost tvorby optických řez̊u (obraz amplitudy).
Z fáze se zdá být možné dopoč́ıtat rozložeńı indexu lomu preparátu v jeho 3D struktuře.
CCHM a FHM mikroskopy vyžaduj́ı pro svou činnost a jednoduchou obsluhu robotické
ř́ızeńı vybraných prvk̊u mikroskopu. Jedná se o komponenty určené k justáži př́ıstroje,
manipulaci se vzorkem, výměně fluorescenčńıch kanál̊u a ř́ızeńı výsledného zvětšeńı mik-
roskopu. Bližš́ımu popisu těchto př́ıstroj̊u, zpracováńı obrazu, ř́ızeńı komponent a auto-
matickým procedurám pro tyto př́ıstroje se bude věnovat zbytek této práce.
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3 Justáž optických mikroskop̊u
Optické mikroskopy jsou účinnými nástroji nejen v buněčné biologii, ale téměř ve všech
oborech živých i neživých věd. At’ se jedná o ten nejjednodušš́ı systém, nebo vysoce kom-
plikovaný superrozlǐsovaćı systém, oba spojuje jedna d̊uležitá věc. Tou je správné vyladěńı
vzájemných poloh optických prvk̊u, nebo li justáž. Pokud neńı př́ıstroj správně seř́ızen, tak
źıskaná obrazová data nejsou kvalitńı. V lepš́ım př́ıpadě je sńıženo rozlǐseńı mikroskopu,
jas obrazového pole neńı rovnoměrný, obraz neńı ostrý v celém zorném poli, je deformo-
vaný. V tom nejhorš́ım př́ıpadě nedocháźı ke kýženému zobrazeńı. Proto každý výrobce
mikroskop̊u dbá na jejich justovatelnost a postupy justáže bývaj́ı uvedeny v manuálech
př́ıstroj̊u.
3.1 Justáž mikroskop̊u klasických zobrazovaćıch technik
Tyto metody jsou přehledně shrnuty v [52]. Základem kvalitńıho zobrazeńı vzorku je
jeho rovnoměrný osvit. Z historického hlediska jsou možné dva př́ıstupy. Prvým z nich
je použit́ı
”
kritického osvětleńı“, kdy je do pozorované roviny vzorku zobrazen př́ımo
zdroj světla. T́ımto zdrojem bývalo pro prvńı mikroskopy Slunce či plamen sv́ıčky. Těsně
za zdrojem světla je v optické cestě polńı clona, která ovlivňuje velikost vysv́ıceného
zorného pole. V zadńı ohniskové rovině kondenzoru je vložena aperturńı clona, která
měńı aperturu osvětleńı zorného pole. Je d̊uležité, aby tyto prvky byly středitelné. Při
justáži tohoto osvětleńı je polńı clona téměř uzavřena tak, aby bylo zajǐstěno zobrazeńı
jej́ı hrany. Obraz je pak pohybem kondenzoru zaostřen do roviny vzorku. Osová poloha
aperturńı clony je dána polohou ohniskové roviny kondenzoru. Clona by do ńı měla být
co nejpřesněji umı́stěna a také vystředěna. Jej́ı středěńı lze hodnotit např́ıklad v̊uči pu-
pile mikroskopového objektivu, se kterou by měla být soustředná. Pozorováńı lze provést
např́ıklad vřazeńım Bertrandovy čočky mı́sto okuláru. V současnosti bývá tento prin-
cip osvětleńı použ́ıván s homogenizovanými zdroji světla pomoćı difuzér̊u a vlnovod̊u.
Namátkou např́ıklad u jednoduchých mikroskop̊u světlého pole (MIC-D mikroskop firmy
Olympus [53]) či fluorescenčńıch mikroskop̊u [54]. Druhou metodou je v dnešńı době snad
nejrozš́ı̌reněǰśı Köhlerovo osvětleńı [55]. Tento osvětlovač se lǐśı od předešlého přidáńım
kolektorové čočky. Ta zdroj světla zobrazuje do zadńı ohniskové roviny kondenzoru - do
roviny aperturńı clony. Poloha polńı clony je stejná. Princip justáže je obdobný. Přibývá
jen nutnost ostřeńı a středěńı kolektoru. Podle jednotlivých konstrukćı př́ıstroj̊u se mı́rně
lǐśı možnosti, kterými prvky lze v osvětlovaćı části mikroskopu pohybovat. Je to z d̊uvodu
jejich plánovaného použit́ı, ceny a kvality př́ıstroje. Pro oba principy osvětleńı je ale nutné,
aby justážńı prvky zajistily správnou funkci osvětlovače. U fluorescenčńıch mikroskop̊u zp-
ravidla přibývá možnost justovat polohu výboje lampy. U klasických výbojkových zdroj̊u
lze justovat čtyři prvky. Jde o centrováńı vlastńıho výboje, osovou polohu a pozici odrazné
paraboly, a také defokusaci výboje v rovině vzorku.
Máme-li vzorek rovnoměrně osv́ıcen, je dán předpoklad kvalitńıho zobrazeńı. V mo-
derńıch mikroskopech je zobrazovaćı část mikroskopu složena z objektivu a tubusové
čočky. Ty muśı společně vykreslit obraz vzorku, který okulár zvětšuje a zobrazuje jej tak,
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aby lidské oko bylo schopno zobrazit všechny pozorované detaily vzorku. I přes rozd́ıly
jednotlivých konstrukćı r̊uzných výrobc̊u mikroskop̊u je nutno zajistit, aby zobrazovaćı
optika byla co nejlépe vycentrována. Každá metoda klasické mikroskopie přináš́ı nový
požadavek na optickou soustavu. Např́ıklad u Zernikeho fázového kontrastu se jedná
o nutnost vystředit mezikruž́ı kondenzorové masky v̊uči fázové destičce objektivu. Pro
Nomarského fázový kontrast jsou to vzájemné pozice polarizačńıch hranol̊u. Pro Hoff-
man̊uv modulačńı kontrast je to poloha masky v ohniskové rovině kondenzoru. A tak
déle. U těchto metod se dá už pouhým okem při pohledu na výsledný obraz posoudit
kvalitu obrazových dat.
3.2 Justáž mikroskop̊u moderńıch zobrazovaćıch technik
K posouzeńı výsledného obrazu většiny těchto technik je již zapotřeb́ı poč́ıtačová analýza
zachyceného obrazu. Často jsou v mikroskopech kombinovány metody základńı a metody
moderńıch zobrazovaćıch technik. Proto jsou justážńı postupy obdobné jako u klasických
metod. Přinejmenš́ım z toho d̊uvodu, že klasické metody snadno dovoluj́ı nalezeńı ob-
razu vzorku a jeho ostré zobrazeńı. Přidané optické možnosti zobrazeńı moderńıch metod
jdou ruku v ruce s použit́ım speciálńıch modul̊u připojených do klasického mikroskopu.
Př́ıpojným bodem bývá prostor mezi objektivem a tubusovou čočkou s t́ım, že vzorek je
osvětlen přes objektiv. Justážńı postupy těchto modul̊u jsou r̊uzné. Každý modul zpra-
vidla obsahuje sv̊uj vlastńı zdroj světla (koherentńı či nekoherentńı), vlastńı osvětlovaćı
optiku na principech již popsaných a speciálńı optický prvek umı́stěný bud’ v rovině kon-
jungované s rovinou vzorku (Nipkowův disk, systém galvozrcadel, amplitudové mř́ıžky
či jiné masky) nebo v rovině konjungované se zadńı ohniskovou rovinou objektivu tak,
aby ovlivňovaly fázi osvětluj́ıćı vlny (fázové masky pro tvorbu speciálńıch svazk̊u). Justáž
těchto prvk̊u je kĺıčová pro správnou funkci zobrazovaćıch technik. Např́ıklad u metod
konfokálńı mikroskopie a technik od ńı odvozených je nutno svazek vystupuj́ıćı z d́ırkové
clony či d́ırky Nipkowova kotouče precizně fokusovat do roviny ostrosti objektivu a pak jej
zase vést zpět do d́ırkové clony či sdružené d́ırky kotouče. K tomu je nutno opět centrovat
optiku, precizně nastavovat zrcátka a mı́t možnost ostřeńı. U metody STED je kĺıčové
sesadit stopy excitačńıho a deplečńıho svazku laser̊u a to jak př́ıčně tak i osově [56].
3.3 Justáž interferenčńıch mikroskop̊u
Interferenčńı mikroskopové systémy nejsou v dnešńı době př́ılǐs komerčně rozš́ı̌renými
př́ıstroji a téměř každý typ př́ıstroje je unikátńı. Nicméně u všech typ̊u př́ıstroj̊u plat́ı, že
jejich správná funkce a kvalitńı záznam jsou závislé na kvalitě źıskané interference, tedy
kontrastu interferenčńı struktury. Všechny dvoucestné systémy obsahuj́ı zobrazovaćı větev
řešenou stejně jako u klasických mikroskop̊u. Ty systémy, které jsou založeny na interfe-
renci světla laseru, se lad́ı lépe, protože použité světlo je vysoce časově i prostorově kohe-
rentńı. Použit́ı osvětleńı ńızké koherence vyžaduje velmi precizńı justáž, která nav́ıc muśı
zaručit časovou stabilitu mikroskopu během dlouhodobých biologických experiment̊u. Obě
větve interferometru muśı být při tom opticky ekvivalentńı. Je-li použita jednocestná kons-
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trukce jako u SLIM mikroskopu, jsou obě větve při dobrém vystředěńı všech optických
element̊u neustále ekvivalentńı a interferenčńı struktura vzniká bez justážńıch zásah̊u.
Oproti tomu u τ interferometru nebo u Hornova mikroskopu [34] je nutno mikroskop pro
dosažeńı kvalitńı interference ladit. Např́ıklad postupnou justáž́ı obou větv́ı Hornova mik-
roskopu naladit interferenci na nekonečnou š́ı̌rku proužku. Toto laděńı provád́ı uživatel
vždy při vložeńı vzorku. V dnešńı době je však možno pro justáž interferenčńıch systémů
využ́ıt několik automatických metod.
Jedna z možnost́ı, jak naladit interferometr využ́ıvaj́ıćı zdroj b́ılého světla, je popsána
v [57]. Sestava př́ıstroje je založena na principu Michelsonova interferometru, do kterého
je za zkoumaný vzorek zavedeno laserové světlo, které ve výstupńı rovině spektrometru
vytvoř́ı interferenčńı strukturu. Detektor je složen z vlastńıho fotodetektoru př́ıstroje,
který neńı citlivý na laserové světlo, a ze čtyř do čtverce rozmı́stěných fototranzistor̊u,
které jsou citlivé jen na světlo laseru. Justážńı procedura spoč́ıvá za prvé v měřeńı signálu
fototranzistor̊u, který je závislý na rozd́ılu v nakloněńı zrcadel interferometru, a za druhé
v měřeńı fázových rozd́ıl̊u signál̊u fototranzistor̊u. Pokud jsou zrcadla přesně sladěna, tak
optické dráhové rozd́ıly pro všechny fototranzistory se budou rovnat a jejich signály bu-
dou ve fázi. Daľśı metoda je schematicky podobná a je popsána v [58], kde se pomoćı
př́ıdavného zdroje světla udržuje sjustovaný Michelson̊uv a Fabry-Perot̊uv interferometr.
Princip je založen na poměřováńı světelného výkonu mezi referenčńım detektorem, který
je osvětlen laserem př́ımo, a mezi světelnými výkony tř́ı pomocných svazk̊u, které jsou
vedeny celým interferometrem kolem signálńıho svazku. Komparačńı elektronikou jsou re-
gulovány servopohony, které ovládaj́ı náklon jednoho ze zrcadel. V [59] popsaná metoda
je aplikována na Michelsonově interferometru a vycháźı z použit́ı diferenciálńı fázové mo-
dulace tak, aby na výstupu interferometru umožnila detekci fázového rozd́ılu mezi dvěma
gaussovskými svazky. K měřeńı je použita jedna fotodioda nebo několik segmentových
fotodiod umožňuj́ıćıch odvodit nepřesnost v překryt́ı vlnoploch na výstupu interfero-
metru. Daľśı systém využ́ıvaj́ıćı sekundárńı laserový zdroj ke stabilizaci interferometru
je popsán v [60]. Interferometr je založen na Michelson–Linnikově principu a jako zdroj
světla je použita superluminiscenčńı dioda. Signál sekundárńıho zdroje je sńımán foto-
diodou a je převáděn na velikost výchylky piezostolku s referenčńım zrcadlem. Metody
[60, 57, 61, 59] jsou nevhodné pro biologické zobrazováńı živých buněk, protože př́ıdavný
zdroj světla může na buňky p̊usobit destruktivně, nebo přinejmenš́ım ovlivňovat jejich
chováńı. Nevýhoda metody [58] spoč́ıvá v tom, že přidává dodatečně optické elementy do
sestavy interferometru, což neńı praktické.
Metody popsané v předchoźım textu tedy nejsou v tomto př́ıpadě dobře použitelné.
Maj́ı-li se mikroskopy vznikaj́ıćı na našem pracovǐsti použ́ıvat širokou základnou uživatel̊u,
je proto nutné vyvinout vlastńı automatickou metodu pro justáž. Budeme požadovat,
aby tato metoda byla založena na optickém schématu př́ıstroje. Veličina, která popisuje
kvalitu zobrazeńı mikroskopu, necht’ je odvozena př́ımo z holografického signálu, takže
jej́ı hodnotu lze źıskávat téměř v reálném čase. Vhodnou veličinou, jak bude v práci dále
ukázáno, je měřený holografický signál wD.
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4 Optické sestavy mikroskop̊u a zpracováńı obrazu
4.1 Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop
Optická sestava koherenćı ř́ızeného holografického mikroskopu (CCHM) [43, 62], na jehož
návrhu a stavbě jsem se aktivně pod́ılel, je zobrazena na obrázku 1(a). Jako zdroj světla
je použita halogenová lampa, jej́ıž světlo je vedeno světlovodem do roviny zdroje Zd. Tato
rovina je zobrazena kolektorovou čočkou Kol do zadńıch ohniskových rovin kondenzor̊u
K1,2 tak, aby vzorek VZ a referenčńı objekt RO byly osvětleny köhlerovsky. Světelný
svazek je pomoćı děliče D1 a zrcadel Z1,4,5 rozdělen do dvou optických cest objektové a re-
ferenčńı větve. Plynule měnitelná aperturńı clona AC je umı́stěna v bĺızkosti zdroje světla
Zd a dovoluje ř́ıdit prostorovou koherenci světla. Koherenci časovou ovlivňuje pásmový
interferenčńı filtr IF. Polńı rovina PR obsahuj́ıćı záměrný obrazec SC je kolektorem Kol a
kondenzory K zobrazena do roviny vzorku VZ a referenčńıho objektu RO. Roviny vzorku i
referenčńıho objektu jsou zobrazeny do roviny meziobraz̊u MO1,2 pomoćı mikroskopových
objektiv̊u O1,2 a tubusových čoček TČ1,2. Tyto roviny jsou zobrazeny do výstupńı roviny
interferometru VR pomoćı výstupńıch objektiv̊u VO1,2. Hologram je zaznamenáván po-
moćı CCD kamery K, která je umı́stěna v těsné bĺızkosti výstupńı roviny interferometru
VR. Difrakčńı mř́ıžka DM a zrcátko Z2 jsou umı́stěny v rovinách vzniklých meziobraz̊u
MO1,2 za tubusovými čočkami TČ1,2. T́ım je ve výstupńı rovině VR zaručen vznik inter-
ferenčńıho obrazce se shodnou prostorovou frekvenćı proužk̊u (nebo-li nosnou frekvenćı
fc) pro všechny vlnové délky použitého světla a pro všechny body plošného zdroje Zd
[43]. Principiálně optický systém tvoř́ı off-axis holografické uspořádáńı, které je založeno
na interferenci nultého a prvého difrakčńıho řádu. Achromatičnost a prostorová inva-
riance interferenčńıho obrazce je dána faktem, že se prakticky jedná o Leith̊uv princip
zobrazeńı [63] difrakčńı mř́ıžky do výstupńı roviny interferometru VR pomoćı výstupńıch
objektiv̊u VO. Mikroskop je vhodný k zobrazováńı z r̊uzných hloubek vzorku podle mı́ry
koherence použitého osvětleńı. Je-li použito vysoce koherentńı osvětleńı, je možno provést
plné numerické přeostřeńı. Použit́ım částečně koherentńıho osvětleńı je pak možnost nume-
ricky osově přeostřit omezena [64, 65]. Na druhou stranu ńızko-koherentńı osvětleńı vede
(v širš́ım slova smyslu) k tvorbě optických řez̊u [64]. Jejich tloušt’ka je závislá na hloubce
ostrosti použitých mikroskopových objektiv̊u [47]. Pak je přeostřeńı mimo optický řez
možné jen opticky. Tento zobrazovaćı mód je vhodný např́ıklad pro pozorováńı přisedlých
buněk na spodńım skĺıčku pozorovaćı komůrky.
Vývoj mikroskopu pokračoval myšlenkou na zjednodušeńı optické sestavy náhradou
kondenzoru a objektivu v referenčńı větvi variabilńı optickou soustavou. Př́ıslušné optické
schéma již bylo námi patentováno [66], z časových d̊uvod̊u však zat́ım nebylo realizováno.
Př́ıklad provedeńı interferometrického systému s variabilńı optikou pro nekoherentńı zdroj
zářeńı je schematicky znázorněn na obrázku 1(b) - (e). Předmětová a referenčńı větev
obsahuj́ı obdobné optické prvky jako předchoźı uspořádáńı CCHM s t́ım, že některé prvky
jsou vypuštěny a prvky referenčńı větve mohou mı́t proměnlivé ohniskové vzdálenosti.
Předmětová větev, tak jako v p̊uvodńım návrhu, obsahuje vstupńı zobrazovaćı soustavu
(kondenzor K pro Köhlerovo osvětleńı vzorku, objektiv O a tubusová čočka TČ) a výstupńı
17
zobrazovaćı soustavu VO. Interferometr pak muśı splňovat jednu z těchto možnost́ı:
• Optická sestava na obrázku 1(b): Mikroskopový objektiv O1 referenčńı zobrazovaćı
soustavy a mikroskopový objektiv O2 předmětové vstupńı zobrazovaćı soustavy se
od sebe lǐśı, a to alespoň jedńım z parametr̊u zahrnuj́ıćıch jmenovitou ohniskovou
vzdálenost a jmenovitou numerickou aperturu. Z uvedeného vyplývá požadavek,
aby zvětšeńı výstupńıch objektiv̊u VO1,2,(3) kompenzovalo rozd́ılnost zvětšeńı mik-
roskopových objektiv̊u O1,2 tak, aby bylo zvětšeńı mezi polńı rovinou PR a výstupńı
rovinou interferometru VR obou větv́ı shodné. Soustava výstupńıch objektiv̊u VO
může být tvořena jednou soustavou pro každou větev nebo dělenou na dvě části
s t́ım, že jedna část je společná pro obě větve a mezi tyto části výstupńıch soustav
jsou vloženy soustavy zrcadel.
• Optická sestava na obrázku 1(c): Soustava interferometru je analogíı předešlého
bodu s t́ım rozd́ılem, že referenčńı zobrazovaćı soustava (K1, O1, TČ1) je vypuštěna,
ale zvětšeńı mezi polńı rovinou PR a výstupńı obrazovou rovinou VR interferometru
z̊ustává stejné pro obě větvě.
• Optická sestava na obrázku 1(d): Soustava interferometru je analogíı prvého bodu
s t́ım rozd́ılem, že referenčńı výstupńı objektiv VO1 je vypuštěn, ale zvětšeńı mezi
polńı rovinou PR a výstupńı rovinou VR interferometru z̊ustává stejné pro obě
větvě.
• Optická sestava na obrázku 1(e): Soustava interferometru je analogíı libovolného
předešlého bodu s t́ım rozd́ılem, že v obou větv́ıch, tedy v referenčńı i předmětové,
je zařazena difrakčńı mř́ıžka DM v bĺızkosti meziobraz̊u MO předmětové a referenčńı
větve. Difraktované svazky pak procháźı výstupńımi objektivy VO a jsou zrcadly
Z6,7 směrovány do výstupńı roviny interferometru VR.
• Soustava interferometru je analogíı libovolného předešlého bodu s t́ım rozd́ılem,
že alespoň jedna transmisńı difrakčńı mř́ıžka DM je nahrazena difrakčńı mř́ıžkou
reflexńı.
Vzhledem k použit́ı plošného polychromatického zdroje světla je u všech těchto př́ıpad̊u
nutno (kromě dodržeńı stejného zvětšeńı mezi polńı rovinou PR a výstupńı rovinou VR)
interferometru zaručit i stejnou optickou délku větv́ı. Proto je nutno do každé sestavy
z předešlého výčtu vložit soustavu zrcadel, dovoluj́ıćıch opticky natahovat délku větve.
Kromě toho muśı optické sestavy obsahovat i prvek dovoluj́ıćı př́ıčný pohyb obrazu refe-
renčńıho vzorku ve výstupńı rovině interferometru.
4.2 Fluorescenčńı holografický mikroskop
Tento mikroskop je daľśım z vývojových krok̊u CCHM. Tento mikroskop slouž́ı k tvorbě
optických řez̊u vzorkem a k výpočtu rozložeńı indexu lomu ve vzorku. Princip mikroskopu
byl patentován [51] a já se pod́ılel na jeho mechanickém návrhu, stavbě a tvorbě ř́ıd́ıćıho
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softwaru. Optická sestava FHM je zobrazena na obrázku 2. Zdrojem osvětleńı Zd tohoto
mikroskopu je defokusovaný výboj xenonové lampy. Rovina polńı clony PC je zobrazována
kolektorovými čočkami Kol1,2,3, tubusovými čočkami TL1,2 a mikroskopovými objektivy
O1,2 do roviny vzorku VZ. Světelný svazek je pomoćı děliče D1 a zrcadly Z1,2,3,4 rozdělen do
dvou opticky ekvivalentńıch cest osvětlovaćıch větv́ı. Plynule měnitelná aperturńı clona
AC a aperturńı clony objektiv̊u OAC jsou umı́stěny v optickém svazku pro nastaveńı
prostorové koherence jimi procházej́ıćıho světla. Nav́ıc OAC clony slouž́ı ke sńıžeńı nume-
rické apertury mikroskopových objektiv̊u O1,2. Intenzitu osvětleńı lze regulovat vkládáńım
šedých filtr̊u F. Volba excitačńıho spektra vlnových délek a emisńıho spektra vlnových
délek je pro fluorescenčńı aplikaci mikroskopu je zajǐstěna výměnou fluorescenčńıch sestav
filtr̊u FSF. Vzorek VZ je z objektové roviny zobrazen do výstupńı roviny interferometru
VR pomoćı mikroskopových objektiv̊u O1,2, tubusových čoček TČ1,2, zoomovaćıch sou-
stav Zoom1,2,3,4 a výstupńıch objektiv̊u VO1,2,3. Při zobrazeńı vznikaj́ı meziobrazy MO1,3
za tubusovými čočkami TČ3,4 a meziobrazy MO2,4 za zoomovaćımi soustavami Zoom3,4.
Transmisńı difrakčńı mř́ıžka DM a referenčńı okénko Ro jsou umı́stěny v rovině meziob-
razu MO2,4 za zoomovaćımi soustavami Zoom3,4. Ve výstupńı rovině VR pak vzniká inter-
ferenčńı obrazec se shodnou nosnou prostorovou frekvenćı fc proužk̊u pro všechny vlnové
délky emisńıho světla vzorku a pro všechny emituj́ıćı body body vzorku VZ. V bĺızkosti
výstupńı roviny VR je umı́stěna CMOS kamera K. Principiálně optický systém tvoř́ı off-
axis holografické uspořádáńı, které je jako u CCHM založeno na interferenci nultého a
prvého difrakčńıho řádu [43].
4.3 Zpracováńı obrazu
Detektorem K poř́ızený hologram je numericky zpracován dle schématu na obrázku 3.
Nejdř́ıve je provedena Fourierova transformace poř́ızeného hologramu. T́ım je źıskáno
spektrum prostorových frekvenćı obrazu. Ze spektra je vybráno postranńı pásmo pros-
torových frekvenćı nosné frekvence fc. Poloměr vybrané oblasti je závislý na rozlǐsovaćı
schopnosti a zvětšeńı mikroskopu; jsou vyb́ırány jen takové frekvence, které je optika
mikroskopu schopna přenést do své výstupńı roviny VR. Nulová prostorová frekvence
je posunuta do středu výběru spektra a to je vynásobeno Hanningovou váhovou funkćı
[67]. Komplexńı amplituda rekonstruované vlny (matice měřeného holografického signálu)
wD(i, j) je vypočtena inverzńı Fourierovou transformaćı źıskaného výběru spektra. Z ńı je
dále vypočten fázový obraz Arg [wD(i, j)] a amplitudový obraz |wD(i, j)|. Kvantitativńı
fázový obraz je źıskán navazovaćı procedurou a procedurou kompenzuj́ıćı deformaci jeho
pozad́ı [68, 69].
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Obrázek 1: (a) Optická sestava CCHM, (b) - (e) varianty optických sestav se zjednodušenou
referenčńı větv́ı: Zd - zdroj světla, AC - aperturńı clona, IF - interferenčńı filtr, Kol - kolektor, Z
- zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek, RO - referenčńı objekt, MO - roviny meziobraz̊u, O - ob-
jektivy, TČ - tubusové čočky, DM - difrakčńı mř́ıžky, D - dělič svazk̊u, VO - výstupńı objektivy,
VR - výstupńı rovina, K - CCD kamera (detektor). Motorizované části CCHM (červeně): me-
chanismus pro vkládáńı seřizovaćı clony SC, poč́ıtačem ř́ızené závěrky Záv, 2D př́ıčný lineárńı
stolek objektiv̊u O2, lineárńı stolek pro osový pohyb zrcadla Z2 (př́ıpadně pro osový pohyb
zrcadel Z8,9).
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Obrázek 2: Optická sestava FHM: Zd - zdroj světla, PC - polńı clona, AC - aperturńı clona, F -
šedé filtry, Kol - kolektory, Z - zrcadla, VZ - vzorek, FSF - fluorescenčńı sestavy filtr̊u (excitačńı
filtry, dichroická zrcadla, emisńı filtry), OAC - aperturńı clony objektiv̊u, O - objektivy, MO -
roviny meziobraz̊u, Zoom - zoomovaćı objektivy, DM - difrakčńı mř́ıžky, Ro - referenčńı okénko,
D - děliče svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K - CMOS kamera (detektor).
Motorizované části FHM (červeně): mechanismus pro vkládáńı seřizovaćı clony SC, mechanis-
mus pro změnu pr̊uměru polńı clony PC, mechanismy pro změny pr̊uměr̊u aperturńı clony AC a
aperturńıch clon objektiv̊u OAC, poč́ıtačem ř́ızené závěrky Záv, mechanismy pro změnu fluores-
cenčńıho kanálu (lineárńı výměńık dělič̊u svazk̊u D1, lineárńı výměńıky fluorescenčńıch sestav
filtr̊u FSF1,2, lineárńı výměńıky difrakčńıch mř́ıžek DM a referenčńıch okének Ro), osové lineárńı
stolky pro oba dublety tubusové čočky TČ2, vázané pohyby zrcátek Z2,4 a Z5,7, osové lineárńı
stolky objektiv̊u O, 3D lineárńı stolek vzorku VZ, 2D rotačńı stolek pro zrcátko Z9, změna
ohniskových vzdálenost́ı zoomovaćıch objektiv̊u Zoom, změna ohniskové vzdálenosti a ostřeńı
VO3.
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Obrázek 3: Zpracováńı obrazu: (a) hologram, (b) spektrum prostorových frekvenćı s výřezem
spektra kolem nosné frekvence fc, (c) amplitudový obraz, (d) fázový obraz, (e) kvantitativńı
fázový obraz.
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5 Teorie zobrazeńı pro CCHM a FHM
Oba mikroskopy se po optické stránce mı́rně odlǐsuj́ı. CCHM mikroskop využ́ıvá Köhler̊uv
princip osvětleńı vzorku VZ a referenčńıho objektu RO (viz obrázek 1). Prvá vlna je mo-
dulována pr̊uchodem přes vzorek VZ, zat́ımco druhá vlna procháźı referenčńım objektem
RO a z̊ustává téměř nezměněna. Druhý mikroskop, FHM, je sice založen na holografickém
principu (viz obrázek 2), avšak zdrojem světla je emituj́ıćı fluorescenčńı barvivo obsažené
v pozorovaném vzorku. To znamená, že obě interferuj́ıćı vlny nesou informace o vzorku,
v němž jsou generovány. Nicméně oba mikroskopy spojuje jedna kĺıčová vlastnost. Interfe-
ruj́ıćı vlny jsou prostorově i časově nekoherentńı, a jsou tedy schopny tvořit interferenčńı
strukturu jen při perfektńım vyladěńı mikroskopu. Nejprve se budeme zabývat př́ıpadem
CCHM mikroskopu.
5.1 Teorie zobrazeńı pro CCHM
Aby bylo možné prokázat, že pr̊uměrná hodnota holografického signálu je vhodnou ve-
ličinou pro seř́ızeńı mikroskopu, je nutno popsat jej́ı závislost na kĺıčových parametrech
podstatných pro naladěńı mikroskopu, tedy na rozd́ılu optických délek ∆L obou zobra-
zovaćıch větv́ı, na vzájemném posuvu obraz̊u ve výstupńı rovině VR, který je popsán od-
pov́ıdaj́ıćım vektorem posuvu qf = (xf , yf ) v předmětové rovině, na velikosti poměrného
zvětšeńı M mezi oběma zobrazovaćımi větvemi a na odchylce ∆z osové pozice objek-
tivu. Jelikož je rovina vzorku VZ osvětlena köhlerovsky, lze určit teoretickou hodnotu











kde u1(qt,K) je komplexńı amplituda prvé vlny, u2(qt,K) je komplexńı amplituda druhé
vlny, qt = (x, y) je vektor kartézských souřadnic ve výstupńı rovině VR, který je podělen
zvětšeńım mezi předmětovou rovinou v př́ıslušné větvi a výstupńı rovinou VR, K je redu-
kovaný vlnový vektor rovinné vlny v prostoru za kondenzorem, která odpov́ıdá jednomu
bodu zdroje Zd, |K| = K = 1/λ, λ je vlnová délka světla, Kz je souřadnice redukovaného
vlnového vektoru K ve směru optické osy.
Předpokládáme, že naladěnému stavu mikroskopu odpov́ıdá dosažeńı určitých hod-
not výše uvedených kĺıčových parametr̊u (∆L = 0µm, qf = 0µm, M = 1, ∆z =
0µm). Vložeńı vzorku nemá vliv na hodnoty těchto parametr̊u - mikroskop z̊ustává v na-
laděném stavu bez ohledu na jeho př́ıtomnost. Proto můžeme provést teoretickou analýzu
s předpokladem, že do mikroskopu neńı vložen vzorek.
Na okamžik dále předpokládejme, že mikroskop je naladěn, tedy obě větve mikroskopu
jsou opticky ekvivalentńı (∆L = 0µm, qf = 0µm, M = 1, ∆z = 0µm), pak lze podle
rovnice (2.18) [64] uvažovat interferuj́ıćı vlny ve tvaru:
u1(qt,K) = u2(qt,K) =
√
i(K)PC(K)PT (K)exp (2πiKt · qt) , (2)
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kde Kt je př́ıčná část redukovaného vlnového vektoru K, i(K) je spektrálńı hustota zdroje
Zd, PC je pupilová funkce kondenzoru, PT je pupilová funkce soustavy objektivu a tubu-
sové čočky.
Nyńı do vztahu (2) zahrňme parametry rozladěńı mikroskopu. Předpokládejme, že
prvá vlna bude ovlivněna rozd́ılem optických délek ∆L, vzájemným posuvem obraz̊u ve
výstupńı rovině VR qf = (xf , yf ) a změnou osové pozice objektivu ∆z. Pokud jsou oba
obrazy větv́ı vzájemně posunuty o nenulový vektor qf = (xf , yf ), pak je zřejmě nutno




. Pokud je optická délka v obrazovém pros-
toru prvé větve větš́ı o ∆L v̊uči druhé větvi, pak je nutno rovnici (2) vynásobit komplexńı
exponenciálou s argumentem závislým na ∆L podle následuj́ıćı úvahy. Fázový posuv rov-
noběžného svazku, který s optickou osou sv́ırá úhel ψ, je na osové vzdálenosti ∆L (index
lomu v obrazovém prostoru n ≈ 1) roven ∆Φψ = 2πK∆L cosψ. Za předpokladu, že pro
mikroskopové objektivy plat́ı sinová podmı́nka, odvod́ıme vztah sinψ = NAs/m ≤ NA/m
pro svazek dopadaj́ıćı pod maximálńım úhlem ψ v obrazovém prostoru, kde NAs je
numerická apertura osvětlovaćıho svazku za kondenzorem (viz [64]). Maximálńı poměr
NA/m byl stanoven pro objektivy NIKON CFI S Fluor 20x/0,75, kde ψ = 0,038 rad.
Za předpokladu typické vlnové délky λ = 650 nm a pro maximálńı ∆L = 100µm čińı
rozd́ıl fázových posuv̊u osového svazku a svazku pod maximálńım úhlem ∆Φ0 −∆Φψ =
2πK∆L (1− cosψ) = 0,21π rad. Hodnota fázového rozd́ılu je zanedbatelná i pro poměrně
vysokou hodnotu ∆L, a proto lze aproximovat fázový posuv výrazem pro ∆Φ0 pro všechny
úhly svazku. Výsledný fázor pak nabývá tvaru exp (−2πiK∆L). Pro popis vlivu posunu






−K)∆z], kde Kt je velikost Kt. Tento výraz pro fázové zpožděńı lze odvodit následuj́ıćı
úvahou. Považujme mikroskopový objektiv za aplanatický, tedy je splněna sinová podmı́n-
ka. Za tohoto předpokladu rovinná vlna vstupuj́ıćı do objektivu z předmětového prostoru
vystupuje do obrazového prostoru opět jako rovinná vlna s jiným vlnovým vektorem
téže délky [70]. Dojde-li k posuvu objektivu směrem do obrazového prostoru, pak vlna
v předmětové části źıská fázový př́ır̊ustek Kz∆z a v obrazové části se fáze sńıž́ı o K
′
z∆z
(pro index lomu n ≈ 1). Předpokládáme-li opět, že fázový posuv vlny v obrazovém pros-
toru záviśı na úhlu jej́ıho sklonu zanedbatelným zp̊usobem, pak plat́ı K ′z ≈ K. Jelikož
plat́ı vztah Kz =
√






zahrnut́ı všech zmı́něných justážńıch parametr̊u do rovnice (2) dostaneme již kompletńı
výraz pro prvou vlnu:
u1(qt,K; qf ,∆L,∆z) =
√














Kompletńı výraz pro druhou vlnu źıskáme tak, že v rovnici (2) vynásob́ıme vektor qt
poměrným zvětšeńım M . Výsledný výraz lze psát ve tvaru:
u2(qt,K;M) =
√
i(K)PC(K)PT (K)exp (2πiKt · qtM) . (4)
Integraci (1) podle souřadnic vektoru K lze převést na integraci podle souřadnic vek-
toruKt a velikostiK vektoruK. Jakobián této transformace jeK/Kz. Po dosazeńı výraz̊u
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(3), (4) do výrazu (1) dostáváme vztah





























Pro nepř́ılǐs vysoké numerické apertury (s hodnotou pod 0,5) lze pupilovou funkci kon-
denzoru vyjádřit vztahem PC(K) = circ [(Kt n)/(KNAs)] (viz [64], části 2.2.4 a 6.1), kde
circ(r) je rotačně symetrická funkce [71] jednotková na oblasti s poloměrem 1, Kt = |Kt|,
kde n je index lomu objektového prostoru mikroskopových objektiv̊u O1,2, a kde NAs
je nejmenš́ı numerická apertura optických prvk̊u mikroskopu. Pupilová funkce objek-
tivu a tubusové čočky může být za stejných podmı́nek vyjádřena vztahem PT (K) =
circ [(Kt n)/(KNA)], kde NA je numerická apertura mikroskopového objektivu. Protože
NAs ≤ NA, lze součin obou pupilových funkćı nahradit funkćı circ [(Kt n)/(KNAs)].
Následně faktorizujme funkci i(K) na součin spektrálńı funkce iK(K) a funkce it(Kt) po-
pisuj́ıćı rozložeńı intenzity světla v rovině zdroje světla Zd pro Köhlerovo osvětleńı [64].
Vztah (5) lze pak psát ve tvaru:




























Předpokládáme-li, že rozložeńı intenzity v rovině zdroje je rotačně souměrné, může být
dvojrozměrná Fourierova transformace ve vztahu (6) převedena na Hankelovou transfor-
maci (viz [64], část 6.4.1)



















kde iT (κ) nyńı popisuje radiálńı rozložeńı intensity v rovině zdroje, přičemž κ = Kt/K,
κ = |κ|. Rovnice (7) popisuje holografický signál CCHM pro prostorově i časově nekohe-
rentńı zdroj v závislosti na justážńıch parametrech.
5.2 Teorie zobrazeńı pro FHM
Ke stanoveńı výrazu pro teoretický holografický signál w pro FHM mikroskop předpok-
ládejme, že fluorescenčńı vzorek je nahrazen tenkým děličem svazk̊u. Ten je osvětlován
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köhlerovsky objektivem O2, tedy vlnou u2(...). Světlo je j́ım částečně odráženo zpět do
objektivu O2 a částečně propuštěno do objektivu O1. Nav́ıc objektiv O2 je přesně za-
ostřen na odraznou plochu děliče, což lze experimentálně zajistit. Pak jsou splněny stejné
podmı́nky pro platnost vztah̊u (1) a (2) jako u CCHM mikroskopu. Analogicky je pak
možno vztahy popisuj́ıćı obě vlny rozš́ı̌rit o funkce obsahuj́ıćı justážńı parametry mikro-
skopu. Předpokládejme, že prvá vlna bude opět ovlivněna rozd́ılem optických délek ∆L,
vzájemným posuvem obraz̊u ve výstupńı rovině VR qf = (xf , yf ) a změnou osové pozice
objektivu ∆z. Druhá vlna bude opět ovlivněna pouze poměrným zvětšeńım M . Jediná
odlǐsnost v̊uči předešlému př́ıpadu je dána konstrukćı FHM mikroskopu, kdy ke změně
délky větve ∆L při justáži nedocháźı v obrazovém prostoru (za tubusovou čočkou TČ),
ale v prostoru mezi objektivem O a jeho tubusovou čočkou TČ. Jelikož je opět rozd́ıl
fáze paprsku jdoućıho po optické ose a paprsku jdoućıho vzhledem k optické ose pod
maximálńım úhlem zanedbatelný, plat́ı i zbytek odvozených vztah̊u včetně výsledného
vztahu pro teoretický holografický signál (7). Protože osvětlovaćı část optické soustavy
je pro obě větve totožná, je zřejmé, že závěry odvozené za předchoźıch předpoklad̊u plat́ı
i pro fluorescenčně emitovaný signál v předmětové rovině mikroskopu. Ten by sice lépe
odpov́ıdal situaci s kritickým, nikoli Köhlerovým osvětleńım, ale je známo, že oba tyto
typy osvětleńı jsou koherenčně ekvivalentńı (viz [70], kapitola 10.6).
5.3 Experimenty
Je zřejmé, že hodnota w = |w| teoretického holografického signálu nabývá svého maxima
pro ∆L = 0µm, qf = 0µm a M = 1 (|qf − qt(M − 1)| = 0µm) a pro ∆z = 0µm.
Z toho d̊uvodu se hodnota teoretického holografického signálu w ukazuje jako významná
veličina pro u obou mikroskop̊u. Alternativně byla při ověřovaćıch experimentech tes-
tována i veličina odvozená od signálu w. Jedná se o pod́ıl SNR, který je vypočten z hodnot
matice měřeného holografického signálu (amplitudového obrazu) wD(i, j) viz dodatek A.
Výše popsaný teoretický holografický signál w dle rovnice (7) byl pro ověřeńı porovnán
s experimentálńımi daty z CCHM při M = 1. Tento mikroskop byl pro testováńı zvolen
proto, že jeho optická sestava je stabilńı a plně odladěná oproti experimentálńı sestavě
FHM, na které byl testován vliv zvětšeńıM 6= 1 a vliv posunut́ı ∆z 6= 0µm. Do objektové
roviny nebyl vložen vzorek. Měřeńı bylo provedeno s plošným a spektrálně úzkopásmovým
zdrojem světla. Spektrálńı funkce zdroje iK(K) byla dána spektrálńı propustnost́ı inter-
ferenčńıho filtru FB650-10 (λ = 650 nm, FWHM = 10 nm) od firmy Thorlabs [72], jeho
radiálńı rozložeńı intensity iT (κ) byl aproximován gaussovskou funkćı [67] s proporcionálńı
reciprokou směrodatnou odchylkou α = 2,5, která byla nalezena fitováńım teoretické
křivky na experimentálńı data. K eliminaci šumu byla matice měřeného holografického











kde wD je hodnota měřeného holografického signálu a NI a NJ jsou rozměry matice
měřeného holografického signálu (matice amplitudového obrazu) wD(i, j).
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Na obrázku 4(a) je ukázáno porovnáńı závislost́ı hodnot teoretického a měřeného ho-
lografického signálu w a wD na |qf − qt(M − 1)| pro M = 1. Naměřené křivky se od
teoretických mı́rně odlǐsuj́ı. To je zp̊usobeno zejména optickými aberacemi výstupńıho
objektivu VO2, který je umı́stěn za difrakčńı mř́ıžkou DM v referenčńı větvi. Světlo difrak-
tované do prvého řádu procháźı okrajem apertury objektivu VO2 (v porovnáńı s osovým
š́ı̌reńım svazku v objektové větvi). Nav́ıc př́ıčný posuv objektivu O2 vede k př́ıčnému po-
suvu difraktovaného svazku v apertuře objektivu VO2. Naproti tomu naměřené hodnoty
holografického signálu na obrázku 4(b) perfektně koṕıruj́ı teoreticky vypočtenou křivku.
Měřeńı na obrázku 4(b) bylo provedeno při M = 1 pro týž zdroj světla jako na obrázku
(a) a pro |qf − qt(M − 1)| = 0µm při změně ∆L.
Obrázek 4: Porovnáńı mezi teoretickými hodnotami teoretického holografického signálu w (plná
čárna) a naměřeným holografickým signálem wD (čáry se symboly). (a) Závislost signálu na
|qf − qt(M − 1)| pro identické délky větv́ı interferometru, tj. ∆L = 0µm a pro jednotkové
poměrné zvětšeńı M = 1. Čáry se symboly reprezentuj́ı profily hodnot signálu měřené z bodu
z qf − qt(M − 1) = (0, 0)µm do čtyř směr̊u (viz vložený obrázek). (b) Závislost změny hodnot
signálu na velikosti ∆L pro |qf − qt(M − 1)| = 0µm a M = 1. (c) Vrstevnicový graf závislosti
teoretického holografického signálu w na |qf − qt(M − 1)| a na ∆L pro M = 1. Hodnoty w a
wD jsou normovány.
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Hodnota teoreticky vypočteného signálu w je závislá na |qf − qt(M − 1)| a ∆L.
Tato závislost je pro M = 1 ukázána na obrázku 4(c). Protože je graf symetrický podle
souřadnicových os, je zobrazen pouze jeho prvý kvadrant. Jeho globálńı maximum wmax
je umı́stěno do počátku grafu. Lokálńı maximum wl, i podél osy ∆L je d̊usledkem tvaru
spektrálńı funkce zdroje světla iK(K). Pr̊uběh ve směru osy |qf − qt(M − 1)| je hladký
bez bočńıch maxim. To je výsledkem gaussovského tvaru intensity iT (κ). Hodnota teore-
tického holografického signálu w nar̊ustá podél osy ∆L pro konstantńı |qf − qt(M − 1)| a
také nar̊ustá podél osy |qf − qt(M − 1)| pro konstantńı ∆L, viz experimentálńı data na
obrázku 5.
Abychom prokázali, že měřený holografický signál wD má své globálńı maximum pro
|qf − qt(M − 1)| = 0µm a ∆L = 0µm pro M = 1 také s polychromatickým světelným
zdrojem, bylo provedeno měřeńı obdobně jako předešlém př́ıpadě, přičemž byl interfe-
renčńı filtr odstraněn. Na obrázku 6 jsou porovnána měřeńı obsahuj́ıćı maximálńı hod-
noty wD,max pro př́ıpad spektrálně úzkopásmového a spektrálně širokopásmového zdroje
světla. Širokopásmové osvětleńı vede k rozš́ı̌reńı oblasti okolo wD,max (obrázek refhru-
baserbila(b)) v porovnáńı s spektrálně úzkopásmového osvětleńı (obrázek 6(a)). Toto
rozš́ı̌reńı oblasti zvýšených hodnot je zp̊usobeno superpozićı oblast́ı zvýšených hodnot
signálu odpov́ıdaj́ıćıch rozd́ılným vlnovým délkám. Tyto oblasti se ideálně nepřekrývaj́ı
z d̊uvodu chromatických aberaćı optického zobrazovaćıho systému. Měřený holografický
signál wD je významná veličina pro posouzeńı úrovně seř́ızeńı obou holografických mikro-
skop̊u nejen v př́ıpadě spektrálně úzkopásmového, ale také a spektrálně širokopásmového
zdroje světla.
Obrázek 5: Měřená závislost holografického signálu wD na vektoru posunut́ı qf = (xf , yf ) a
na rozd́ılu optických drah ∆L pro M = 1. Hodnoty úrovně šedi pixel̊u (malé čtverce) každého
podobrazu reprezentuj́ı hodnotu měřeného holografického signálu pr̊uměrovanou přes celé zorné
pole wD pro rozd́ılné hodnoty qf−qt(M−1), a pro podobraz konstantńı ∆L a M = 1. Pr̊uměrné
hodnoty wD jsou normovány v̊uči svému maximu v rámci celého měřeńı.
Doplňme studii výše o experiment provedený na experimentálńı sestavě FHM, při
němž byl sledován vliv zvětšeńı M na velikost wD. Fluorescenčńı vzorek byl nahra-
zen blánovým děličem osvětleným výbojkou opět přes interferenčńı filtr FB650-10 (λ =
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Obrázek 6: Měřená závislost měřeného holografického signálu wD na vektoru posunut́ı qf =
(xf , yf ) (měřeńı wD je prezentováno stejně jako na obrázku 5, ∆L = 0µm a M = 1) pro (a)
spektrálně úzkopásmový zdroj světla (λ = 650 nm, FWHM = 10nm), (b) širokopásmový zdroj
světla. Hodnoty wD jsou normovány; Normovaná maximálńı hodnota wD < 1 pro ∆L 6= 0µm.
650 nm, FWHM = 10 nm), takže spektrálńı funkce zdroje iK(K) byla stejná jako v př́ıpadě
měřeńı na CCHM. Radiálńı rozložeńı intensity světla iT (κ) bylo aproximováno gauss-
ovským rozložeńım [67] s proporcionálńı reciprokou směrodatnou odchylkou α = 4,0,
která byla nalezena fitováńım teoretické křivky na experimentálńı data. Tato odchylka od
hodnoty nalezené pro CCHM je dána povahou simulovaného zdroje, protože oproti CCHM
neńı zdrojem výstup světlovodu, ale defokusovaný obraz výboje. To však nepředstavuje
překážku pro ńıže navrhované a testované metody justáže.
Zvětšuje-li se velikost poměrného zvětšeńı M , docháźı k postupnému omezeńı oblasti
zorného pole na kterém lze lokalizovat interferenčńı proužky podle obrázku 7. Toto ome-
zováńı je zp̊usobeno t́ım, že rovnice (7) pro teoretický holografický signál je závislá na |qt|
v argumentu Besselovy funkce a tato závislost se projevuje pouze proM 6= 1. Na obrázćıch
7(a)-(e) je zobrazen výřez z matice hodnot měřeného holografického signálu pro zvětšeńı
M je prvkem {1, 1,05, 1,1, 1,2, 1,36}, pro ∆L = 0µm a |qf | = 0µm. Pr̊uměrováńım
těchto hodnot v okoĺı qt = (0, 0) byly źıskány radiálńı profily změn hodnot měřeného
holografického signálu wD a porovnány s teoretickým holografickým signálem w v grafu
7(f). Z tohoto měřeńı jasně vyplývá, že je-li poměrné zvětšeńı větv́ı M = 1, nedocháźı
k omezeńı oblasti zorného pole, na kterém lze lokalizovat interferenčńı proužky a následně
měřený holografický signál wD nabývá svého maxima.
Posledńım experimentem bylo ověřeńı závislosti velikosti signálu wD na odchylce
polohy objektivu ∆z. Opět jako v předešlém př́ıpadě byl fluorescenčńı vzorek nahra-
zen blánovým děličem, který byl osvětlen výbojkou přes interferenčńı filtr FB650-10
(λ = 650 nm, FWHM = 10 nm). Spektrálńı funkce zdroje iK(K) byla tud́ıž stejná jako
u měřeńı na CCHM. Radiálńı rozložeńı intenzity iT (κ) bylo aproximováno Gaussovým
rozložeńım [67] s proporcionálńı reciprokou standardńı odchylkou α = 4,0, která byla
stanovena v předešlém experimentu. Podle experimentálńıch dat byla nalezena fitováńım
reálná numerická apertura objektiv̊u O1,2. Ta byla při tomto experimentu sńıžena na
NA = 0,2 přivřeńım aperturńıch clon objektiv̊u OAC. Na obrázku 8 je uvedena závislost
velikosti měřeného holografického signálu wD na velikosti posunut́ı ∆z objektivu O. Jak je
patrné z teoretické křivky a z křivky naměřené, docháźı při rostoućım posunut́ı k úbytku
velikosti signálu. Tohoto jevu je tedy možno využ́ıt k nalezeńı identické roviny ostrosti
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Obrázek 7: (a) - (e) Výřezy z matice hodnot měřeného holografického signálu wD okolo optické
osy qt = (xt, yt) = (0, 0)µm mikroskopu pro r̊uzné hodnoty poměrného zvětšeńı M , pro |qf | =
0µm a ∆L = 0µm. (f) Porovnáńı závislost́ı teoretických hodnot holografického signálu w (plná
čárna) a měřených hodnot holografického signálu wD (symboly) v závislosti na velikosti vektoru
polohy |qt| pro r̊uzné hodnoty M . Pr̊uběhy křivek wD jsou źıskány radiálńım pr̊uměrováńım
hodnot výřez̊u. Hodnoty w a wD jsou normovány.
pro oba objektivy O FHM mikroskopu. Autofokusačńı metoda pro CCHM je založena na
jiném principu a je konstrukćı př́ıstroje umožněna až pro plně robotizovanou komerčńı
verzi mikroskopu Q-PHASE z produkce firmy TESCAN ORSAY HOLDING [73]. Tato
metoda je popsána v dodatku B.
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Obrázek 8: Závislost hodnot měřeného holografického signálu wD (symboly) a hodnot teore-
tického holografického signálu w (plná čára) v závislosti na posunut́ı ∆z objektivu O1 při
M = 1, |qf | = 0µm a ∆L = 0µm. Měřeńı bylo opakováno pro dvě nastaveńı objektivu O2 kolem
uživatelem určené roviny ostrosti (výsledky vyznačeny červenými kroužky a černými čtverečky).
Hodnoty w a wD jsou normovány.
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6 Justážńı procedury a jejich testováńı
Pro oba mikroskopy byly na základě výše popsaných experiment̊u vytvořeny justážńı me-
tody které zaručuj́ı jejich plné automatizované seř́ızeńı mikroskop̊u. Většina procedur je
principiálně shodná a aplikovatelná pro oba mikroskopy. Nı́že popsané procedury jsou tes-
továny a je možno je rozdělit do dvou kategoríı. Prvou jsou procedury inicializačńı. Tyto
procedury jsou prováděné před začátkem vlastńıho experimentu a vedou k plnému na-
laděńı mikroskopu. Druhou kategoríı jsou procedury udržuj́ıćı naladěný stav mikroskopu.
U CCHM mikroskopu je možno testovat inicializačńı procedury jako celek, protože
mikroskop při svém standardńım použ́ıváńı má zdrojem světla neustále vysv́ıceno celé
zorné pole a na celém zorném poli je zaznamenávána interference. Nav́ıc je tento př́ıstroj
již komerčně dostupný, je přesně dáno jeho využit́ı, jeho procedury justáže jsou prakticky
ve finálńım stavu, v současnosti se nemodifikuj́ı a byly z mé práce převzaty výrobcem
mikroskopu (firmou TESCAN ORSAY HOLDING). S touto firmou na základě mé práce
vznikl patent [62], jenž tyto procedury popisuje. Také tyto procedury byly publikovány
[66].
Oproti CCHM využ́ıvá FHM při svém standardńım použit́ı jako zdroj světla, které
vytvář́ı hologram, fluorescenci ve vzorku. To přináš́ı omezeńı pro některé inicializačńı
procedury, které předpokládaj́ı na vysv́ıcené celé zorné pole. Proto jsou tyto (inicia-
lizačńı) procedury spouštěny před vlastńım experimentem s náhradou fluorescenčńıho
vzorku za blánový dělič při osvětleńı excitačńı výbojkou přes interferenčńı filtr FB650-10.
To umožňuje mikroskop předjustovat bez potřeby osv́ıceńı zkoumaného fluorescenčńıho
vzorku, který by se mohl vysvěcovat. Např́ıklad při fluorescenčńım pozorováńım buněk
ve vodńım prostřed́ı s water dipping objektivy, kdy vzorek bude umı́stěn v bazénku a
současný stolek mikroskopu bude nahrazen specializovaným nosičem. Zat́ım je vývoj FHM
mikroskopu na svém počátku, budou pro něj hledány vhodné aplikace a tud́ıž i všechny
jeho justážńı procedury budou procházet v budoucnu úpravami. V této práci bude uveden
jejich stávaj́ıćı stav, který odpov́ıdá současnému využit́ı př́ıstroje (holografické pozorováńı
fluorescence fixovaného vzorku s oboustranným osvitem).
6.1 Popis pohyblivých část́ı mikroskop̊u
Pro potřeby justáže byly potřebné optické prvky obou mikroskop̊u motorizovány (viz
obrázek 1 a obrázek 2). Prvńı skupina mechanismů je určena k dosažeńı r̊uzných hodnot
qf . Jedná se o XY lineárńı stolek objektivu O2 v př́ıpadě CCHM a 2D rotačńı mechanis-
mus zrcátka Z9 u FHM. Pro źıskáńı rozd́ılných délek větv́ı interferometru ∆L CCHM byl
nosič zrcátka Z2 usazen na lineárńı stolek s podélným posuvem. FHM mikroskop má v́ıce
možnost́ı, jak měnit délku větv́ı. Prvou možnost́ı je změna délky větve v osvětleńı posu-
vem zrcadla Z4 a s ńım vázanou vlastńı rotaćı a rotaćı zrcadla Z2. Tato justáž je d̊uležitá
pro režim osvětleńı s vytvořenou stojatou vlnou. Shodný princip změny délky větve je
aplikován i v zobrazovaćı části mikroskopu pro zrcadla Z5 a Z7. Také je možno synch-
ronně měnit osové polohy objektiv̊u O a vzorku VZ a t́ım dosáhnout změny délky větve
∆L jak v zobrazovaćı části, tak i v osvětlovaćı části mikroskopu. Zoomovaćımi soustavami
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Zoom lze plynule nastavovat zvětšeńı pro každou ze zobrazovaćıch větv́ı mikroskopu. Pro
výchoźı provoz př́ıstroje jsou v současnosti zoomovaćı soustavy Zoom1,2,3,4 nastaveny na
zvětšeńı M = 1. Zoomovaćı soustavy Zoom2,3,4 jsou fixně nastaveny na 50 % rozsahu
pohybu servopohonu a zoomovaćı soustava Zoom1 slouž́ı při justáži ke korekci odchylek.
I přes speciálně vyráběnou přesnou mechaniku, která zoomy nese, docháźı k nedokonalosti
v jejich nastaveńı. Ta je dána značnou v̊uĺı v kulisovém mechanismu výsuvu zoomů a usa-
zeńım jejich čoček v plastových obj́ımkách. Výsledné zvětšeńı mikroskopu a jeho doostřeńı
je pak možno měnit i zoomovaćım výstupńım objektivem VO3. Záměrné obrazce obou
mikroskop̊u byly umı́stěny do rovin opticky sjednocených s obrazovou rovinou, poč́ıtačem
ovládané závěrky Záv byly umı́stěny do všech větv́ı mikroskop̊u. Osvětlovaćı a zobrazovaćı
svazky FHM jsou vybaveny řiditelnými aperturami. Polńı clonou PC je možno ovlivňovat
velikost osv́ıceného pole vzorku, aby nedocházelo k vysvěcovańı fluoroforu mimo zorné
pole objektiv̊u. Aperturńı clonou AC je možno upravovat aperturu osvětlovaćıch větv́ı.
Objektivové aperturńı clony OAC dovoluj́ı sńıžit numerickou aperturu objektiv̊u a t́ım
zvyšovat hloubku ostrosti a prostorovou koherenci fluoreskuj́ıćıho zdroje světla pro holo-
grafii. Výměnou fluorescenčńıch sestav filtr̊u FSF lze přeṕınat mikroskop z diaskopického
modu do fluorescenčńıch mod̊u. Ty jsou umı́stěny na lineárńıch řiditelných vedeńıch stejně
jako dělič světla D1, difrakčńı mř́ıžka DM a referenčńı okénko Ro. Tyto komponenty jsou
vhodně navrženy pro každý fluorescenčńı kanál.
6.2 Procedury úvodńıho nastaveńı mikroskop̊u
Tyto procedury jsou použ́ıvány pro korekci velkého rozladěńı typického při startu mikro-
skopu. Inicializačńı procedury jsou prováděny ve dvou fáźıch. Prvou je předběžné naladěńı
mikroskopu ze stavu, kdy interference nemůže vzniknout. Tyto procedury jsou založeny
na principu měřeńı charakteristického rozměru seřizovaćı slony SC. Po ukončeńı proce-
dur je poměrné zvětšeńı zobrazovaćıch větv́ı mikroskopu M 6= 1, obrazy vzorku jsou
ve výstupńı rovině VR v̊uči sobě posunuty o |qf | 6= 0µm a rozd́ıl délek zobrazovaćıch
větv́ı ∆L 6= 0µm. Po úspěšném skončeńı prvé fáze následuje fáze druhá. Ve výstupńı
rovině jsou znatelné interferenčńı proužky a měřený holografický signál wD je dostačuj́ıćı
k úspěšnému pr̊uběhu procedur druhé fáze, které jsou založeny na principu měřeńı hodnot
holografického signálu wD. Jeho hodnota je ześılena jeho maximálńı hodnotu na wD,max.
6.2.1 Prvá fáze úvodńıho nastaveńı
Prvá procedura zajist́ı, aby se poměrné zvětšeńı M obou zobrazovaćıch větv́ı interfero-
metru co nejv́ıce přibĺıžilo 1. Tato procedura se opět týká pouze FHM, protože CCHM
zat́ım neńı vybaveno variabilńı optikou. Princip metody je znázorněn na obrázku 9.
Tato procedura je použita pro předběžnou korekci poměrného zvětšeńı M po spuštěńı
mikroskopu. Aby mohla proběhnout, je třeba FHM přepnout do diaskopického modu,
vzorek nahradit blankovým děličem a zvýšit časovou koherenci světla interferenčńım fil-
trem obdobně jako v předchoźı kapitole. T́ım je eliminována možnost vysv́ıceńı fluores-
cenčńıho vzorku a metoda je vhodná i pro reflexńı aplikace FHM. Výsledná hodnota M
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Obrázek 9: Vývojový diagram procedury prvé fáze úvodńıho nastaveńı FHM pro korekci
poměrného zvětšeńı obou zobrazovaćıch větv́ı interferometru M .
muśı být v intervalu 0,95 až 1,05, protože v tomto rozmeźı již matice měřených hodnot
komplexńı amplitudy wD(i, j) obsahuje dostatek vysokých hodnot holografického signálu
(dle obrázku 7) pro úspěšný běh daľśıch justážńıch procedur. Na začátku procedury je
seřizovaćı clona SC vsunuta do optické cesty mikroskopu a je zobrazena do objektové
roviny VZ a také do výstupńı roviny interferometru VR. Pr̊uměry obraz̊u SC d1 a d2 jsou
rozd́ılné a jsou nalezeny zavřeńım př́ıslušných závěrek Záv3, Záv4 v obrazových větv́ıch





Korekce rozd́ılného zvětšeńı je provedena změnou ohniska zoom objektivu Zoom1. Rozsah
změny ohniska čińı 25 − 50mm pro toto rozmeźı je kalibrováno 100 % rozsahu pohybu
servopohonu. Regulátoru servopohonu je pak odeslána nová procentuálńı hodnota daná
součinem stávaj́ıćı hodnoty vynásobené M . Takto nastavený princip regulace je nezávislý
na nastaveńı zvětšeńı ostatńıch zoom objektiv̊u Zoom, protože změna jejich ohniska je
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lineárńı vzhledem k nastavované procentuálńı hodnotě pohybu servopohonu. Tato sek-
vence se pro zvýšeńı jistoty správného nastaveńı zopakována a je ukončena podmı́nkou
0,95 < M < 1,05. Následně je seřizovaćı clona SC vysunuta z optické cesty a závěrky
Záv3,4 jsou otevřeny.
Následuje druhá procedura, která je založena na odeč́ıtáńı poloh obraz̊u seřizovaćı
clony SC. U FHM mikroskopu prob́ıhá procedura za stejných podmı́nek jako v předchoźım
př́ıpadě. CCHM mikroskop běžně využ́ıvá interferenčńı filtr ke zvýšeńı časové koherence
světla. Tato procedura je schopna obrazy zarovnat i při velkém rozladěńı mikroskopu
a t́ım umožnit následné naladěńı interferenčńı struktury. Procedura je vhodná pro oba
mikroskopy. Jej́ı princip je zachycen na obrázku 10. Ćılem je pomoćı mechanismu posuvu
pole (objektiv O2 CCHM mikroskopu a zrcadlo Z9 FHM mikroskopu) nastavit mikroskop
tak, aby vzájemný posuv poĺı |qf | ≈ 0µm a t́ım byl dán dobrý předpoklad pro nalezeńı
globálńıho maxima wD dle obrázku 4. Na začátku procesu je seřizovaćı clona SC vložena
do optické cesty mikroskopu a t́ım je zobrazena do roviny vzorku VZ a t́ım také do
výstupńı roviny interferometru VR. Postupným sńımáńım oběma zobrazovaćımi větvemi
jsou nalezeny středy obraz̊u SC1[x
′
SC1
, y′SC1 ], SC2[x
′
SC2
, y′SC2 ] a je vypočten vektor jejich
vzájemného posuvu dle vztahu
q ′f = (x
′
SC1














kde A je ześıleńı procedury. To je zavedeno pro zjednodušeńı nastaveńı parametr̊u metody.
Jeho vhodnou volbou lze pro všechny konfigurace nastaveńı zoom objektiv̊u Zoom2,3,4 a
výstupńıho objektivu VO3 FHM zaručit iteračńı metodou to, že |qf | ≈ 0µm. Pro CCHM
mikroskop s nevariabilńı optikou je možno zvolit přesně parametr A = 1
m
, kde m je
velikost zvětšeńı mezi objektovou a výstupńı rovinou interferometru VR. Poté je pomoćı
mechanismu posuvu pole zavedena korekce posuvu poĺı −qf . Proces je opakován do té
doby, dokud neńı doćıleno podmı́nky, že výsledná hodnota |qf | je menš́ı než ekvivalent
10 pixel̊u sńımaného obrazu. Následně jsou elementy SC, Záv1, Záv2 vysunuty z optické
cesty mikroskopu.
Nakonec je nutno zkontrolovat, zda-li je hodnota měřeného holografického signálu wD
větš́ı než uživatelem stanovená minimálńı hodnota w′D (přibližně 80 % z wD,max). Pokud
tomu tak neńı, je nutno spustit proceduru, která po stanovených kroćıch měńı ∆L. Tato
procedura je shodná s procedurou druhé fáze úvodńıho nastaveńı. Pro tento účel stač́ı
použ́ıt krok 10µm, d́ıky kterému lze nalézt dle obrázku 4(c) až 90 % wD,max.
6.2.2 Druhá fáze úvodńıho nastaveńı
Tato procedura zajist́ı, aby poměrné zvětšeńı obou zobrazovaćıch větv́ı interferometru
bylo co nejbĺıže M = 1. Procedura se opět týká zat́ım pouze FHM, protože CCHM
nemá variabilńı optiku. Metoda je založena na principu hledáńı maxima. Jak je patrné
z obrázku 7, pokud se M → 1, přibývá v matici wD(i, j) vysokých hodnot holografického
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Obrázek 10: Vývojový diagram procedury prvé fáze úvodńıho nastaveńı CCHM a FHM pro
korekci posuvu pole qf .
signálu a t́ım roste měřený holografický signál wD. Proto jeM po kroćıch měněno (změnou
ohniskové délky zoomu Zoom1) v definovaném rozmeźı okolo své výchoźı hodnoty. Při tom
je pr̊uběžně odeč́ıtán měřený holografický signál wD. Ve výsledku je zoomovaćı objektiv
Zoom1 nastaven do polohy odpov́ıdaj́ıćı nejvyšš́ı hodnotě wD.
Daľśı procedura slouž́ı pro hledáńı nejvyšš́ı hodnoty signálu wD změnou prvku, který
posouvá obrazové pole (objektiv O2 u CCHM mikroskopu a zrcátko Z9 u FHM mikro-
skopu) s ćılovým stavem |qf | = 0µm. To může být provedeno mnoha zp̊usoby. Jednou
z možnost́ı je dvourozměrné rastrováńı obrazovým posouvačem po drobných kroćıch ko-
lem výchoźı polohy (viz sńımky na obrázku 11(b)). Toto je velmi jednoduchá a t́ım i
robustńı metoda. Druhou možnost́ı je uplatnit postup navržený Ing. Lukášem Kvasnicou,
Ph.D., který využ́ıvá heuristický algoritmus s ukončovaćı podmı́nkou. Tento algoritmus je
schématicky znázorněn na obrázku 11(a). Spoč́ıvá v těchto úkonech: Nejprve je odečtena
hodnota signálu wD, 1 ve vstupńı pozici posouvače obrazového pole. Tato pozice qf je
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následně změněna o malý definovaný krok v libovolném směru a je źıskána nová hodnota
signálu wD, 2, která je porovnána s předchoźı wD, 1. Je-li wD, 2 < wD, 1, algoritmus pro-
vede daľśı krok vpravo v̊uči p̊uvodńımu směru, jinak je proveden krok p̊uvodńım směrem.
Když neńı ukončovaćı podmı́nka splněna, je odečtena hodnota signálu wD, 3 a je znovu
porovnána s předešlou hodnotou signálu wD, 2. Ukončovaćı podmı́nka může být vybrána
podle situace, která nastane dř́ıve. Výhodně může být použita kombinace podmı́nek.
Podmı́nky mohou být založeny na opakované detekci nejvyšš́ı hodnoty signálu wD ve
stejné pozici, když algoritmus opakovaně procháźı stejnými souřadnicemi, nebo na kalku-
laci variačńıho koeficientu z několika posledńıch hodnot signálu wD. Variačńı koeficient
muśı být bĺızký jedné, aby byla podmı́nka splněna. Heuristický algoritmus vyniká svou
rychlost́ı, ale je náchylný k selháńı z d̊uvod̊u cyklického procházeńı malé množiny po-
loh. Rastrovaćı algoritmus vyniká svou jednoduchost́ı, nicméně je náročněǰśı z časového
hlediska.
Daľśı procedura vede k nastaveńı nulového rozd́ılu délky větv́ı, což odpov́ıdá hodnotě
∆L = 0µm. Proto je pohybováno s prvky optické soustavy, které měńı délku zobrazovaćı
větve (zrcátko Z2 u CCHM mikroskopu nebo osové výsuvy objektiv̊u O a vzorku VZ
u FHM mikroskopu). Nastavitelný interval pohybu je po kroćıch procházen a je hledána
maximálńı hodnota signálu wD,max (viz obrázek 11(b)).
Obrázek 11: Obrázek princip̊u druhé fáze úvodńıho nastaveńı. Měřený holografický signál wD
je normován a reprezentován stejně jako na obrázku 5. (a) Prvým v pořad́ı je heuristický algo-
ritmus hledaj́ıćı lokálńı maximum hodnoty wD změnou qf při udržováńı konstantńıch hodnot
∆L a M . To je dáno př́ıčnými pohyby mikroskopového objektivu O2 mikroskopu CCHM a
nebo zrcadlem Z9 mikroskopu FHM. (b) Druhým v pořad́ı je hledáńı globálńıho maxima hod-
noty wD,max změnou ∆L pomoćı osového pohybu zrcadla Z2 mikroskopu CCHM nebo pomoćı
osových výsuv̊u objektiv̊u O a vzorku SC mikroskopu FHM ve směru vzr̊ustaj́ıćıch hodnot wD.
Hodnoty měřeného holografického signálu wD jsou normovány.
Posledńı procedurou je nalezeńı správných osových poloh obou objektiv̊u FHM mikro-
skopu, které odpov́ıdaj́ı ∆z = 0µm. Nastavitelný interval pohybu je po kroćıch procházen
a je hledána maximálńı hodnota signálu wD dle obrázku 8.
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Postupné provedeńı všech čtyřech procedur zaruč́ı, že všechny podmı́nky pro nalezeńı
maximálńı hodnoty signálu wD,max M = 1, ∆L = 0µm, |qf | = 0µm a ∆z = 0µm jsou
splněny. Pořad́ı těchto procedur je možno zaměňovat dle potřeby, př́ıpadně i opakovat
s použit́ım odlǐsných parametr̊u.
6.2.3 Testováńı procedur na CCHM mikroskopu
Pro testováńı procedur byly použity objektivy Nikon 10x/0,30. Širokospektrálńı plošný
zdroj světla byl filtrován interferenčńım filtrem FB650-10 (λ = 650 nm, FWHM = 10 nm).
Hologramy byly zaznamenávány kamerou XIMEA MR4021MC-BH. Volba minimálńıch
krok̊u pro justáž v př́ıčném (qf ) a osovém (∆L) směru závisela na ćılené hodnotě signálu
podle grafu na obrázku 4(c). Jak je ukázáno v části 6.3, postačuj́ıćı hodnota signálu pro
dobrou kvalitu kvantitativńıho fázového kontrastu je okolo 90 %. Odpov́ıdaj́ıćı akcepto-
vatelné rozladěńı je tedy 0,5µm pro |qf | a 10µm pro ∆L (viz obrázek 4(c)). Proto byl
vybrán krok zrcátka Z2 10µm pro ∆L při prvé fázi úvodńıho nastaveńı. Pro druhou fázi
úvodńıho nastaveńı byla vybrána robustńı rastrovaćı metoda, která př́ıčně rastrovala pole
o velikosti 5x5 pozic s krokem 0,5µm pro xf a pro yf . Jelikož je pohyb zrcátka Z2 lineárńı a
jednosměrný, byl osový krok ∆L byl zjemněn na 1µm. Tato korekce výrazně neprodloužila
čas pr̊uchodu oproti situaci, kdyby byla použita na př́ıčnou rastrovaćı metodu.
Testováńı metod pro CCHM bylo provedeno pro všechny použitelné metody společně,
přičemž jednotlivé procedury na sebe plynule navazovaly. K testováńı byl použit ori-
ginálńı SW firmy TESCAN ORSAY HOLDING pro CCHM, do kterého byly implemen-
továny popsané metody. CCHM mikroskop byl opakovaně náhodně rozlad’ován posu-
vem objektivu O2 a pohybem zrcátka Z2 o vzdálenost 100 µm. Bylo provedeno dvacet
nezávislých opakováńı kompletńı justáže. Pr̊uměrná potřebná doba pro naladěńı mikro-
skopu byla okolo 136 sekund. Na obrázku 12 jsou ukázány výsledky automatizovaného
seřizováńı v procentuálńım porovnáńı k hodnotě źıskané při manuálńım precizńım na-
laděńı wD,max,m. Relativńı hodnoty signálu wD, s = (wD,max/wD,max,m) ·100% jsou vyne-
seny na vodorovné ose x grafu. Na svislé ose y jsou vyneseny četnosti jednotlivých př́ıpad̊u
výsledného signálu. Je patrné, že testované procedury metody laděńı skončily bezchybně
s vysokou úspěšnost́ı.
6.2.4 Testováńı procedur na FHM mikroskopu
Pro testováńı procedur byly použity objektivy Nikon 10x/0,25. Pro úvodńı fázi nasta-
veńı bylo mı́sto fluorescenčńıho vzorku použito diaskopické osvětleńı širokospektrálńım
plošným zdrojem světla, který byl filtrován interferenčńım filtrem (λ = 650 nm, FWHM =
10 nm) a vzorek byl tvořen blánovým děličem světla. Hologramy byly zaznamenány ka-
merou Basler ACA2040-180km.
Úvodńı procedura prvé fáze nastaveńı hledaj́ıćı stejné zvětšeńı M ≈ 1 zobrazovaćıch
větv́ı byla testována tak, že ohnisko zoom objektivu Zoom1 bylo nahodile měněno v in-
tervalu 15 % až 60 % rozsahu pohybu servopohonu a následně byla spuštěna vlastńı
justážńı procedura. Intervalu poměrného zvětšeńı M = 1 ± 0,05 odpov́ıdá reálně poloha
servopohonu 34 ± 8%. Tyto hodnoty byly nalezeny ručně při kalibraci. Testováńı bylo
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Obrázek 12: Histogram demonstruj́ıćı celkovou úspěšnost při testováńı procedur na CCHM mik-
roskopu.
provedeno dvacetkrát. Na histogramu v obrázku 13 jsou zaznamenány četnosti jednot-
livých výsledk̊u justážńı procedury společně s limity danými již zmı́něným požadavkem.
Jak vyplývá z vynesených dat, všechny výsledky justážńı metody lež́ı ve stanoveném
intervalu. Metoda pracuje správně.
Obrázek 13: Histogram demonstruj́ıćı úspěšnost při testováńı úvodńı metody prvé fáze nastaveńı
zvětšeńı M ≈ 1. Červeně jsou vyznačeny hranice odpov́ıdaj́ıćı intervalu M = 1± 0,05.
Druhá procedura prvé fáze nastaveńı hledaj́ıćı vzájemný posuv poĺı |qf | ≈ 0µm
byla testována opět dvacetkrát. Po náhodné změně posuvu poĺı (cca max. 1/3 zorného
pole) byla spuštěna justážńı procedura. Všech dvacet opakováńı skončilo úspěchem a byla
splněna podmı́nka pro ukončeńı metody.
Úspěch úvodńıch procedur prvé fáze nastaveńı je základńım předpokladem pro úspěch
procedur fáze druhé. V této fázi je již použit fluorescenčńı mód a vzorkem je již pozoro-
vaný objekt. V tomto okamžiku je nutno změnou ∆L nalézt co nejvyšš́ı hodnotu měřeného
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holografického signálu wD. Metoda byla stejně jako u CCHM testována s krokem 1µm
pro ∆L. Metoda dvacetkrát procházela stanovený rozsah pohybu. Vždy určila výslednou
polohu pro mechanismus změny délky větve odpov́ıdaj́ıćı maximálńı hodnotě měřeného
holografického signálu wD. Směrodatná odchylka výsledné polohy činila 0,38µm. To od-
pov́ıdá ∆L = 0,76µm a vzhledem ke tvaru grafu na obrázku 4(c) je to v́ıce než dostačuj́ıćı.
Obdobnou krokovou změnou je hledáno poměrné zvětšeńı obou zobrazovaćıch větv́ı
M = 1. Procedura procházela zvolený rozsah pohybu zoom objektivu Zoom1 s kro-
kem 1 %. Výchoźı oblast́ı bylo 26 % až 42 % rozsahu pohybu objektivu, tedy oblast,
kde byla ukončena činnost úvodńı procedury. Výsledný výsuv objektivu vždy odpov́ıdal
maximálńı hodnotě měřeného holografického signálu wD. Po dvaceti opakováńıch byla
źıskána pr̊uměrná poloha výsuvu rovná 33,90 % s 95% intervalem nejistoty ±2,13%,
což odpov́ıdá manuálně stanovené hodnotě. Je-li tento výsledek převeden na poměrné
zvětšeńı M , je zřejmé, že procedura je spolehlivá, protože 95% interval spolehlivosti tvoř́ı
M = 1,00± 0,01.
Robustńı metoda procedury dvourozměrného rastrováńı byla použita i při hledáńı
|qf | = 0µm, která př́ıčně rastrovala pole o velikosti 7x7 pozic s krokem 1,8µm pro xf a
pro yf . Velikost kroku byla volena tak, aby bylo zaručeno, že bude nalezena oblast maxima
holografického signálu i pro výchoźı hodnotu |qf | = 6µm, která odpov́ıdá podmı́nce 10 px
pro ukončeńı úvodńı metody. Procedura ve všech př́ıpadech správně identifikovala oblast
maxima holografického signálu, což bylo potvrzeno i manuálně.
Posledńı testovanou procedurou je doostřeńı mikroskopových objektiv̊u a t́ım i na-
staveńı fokusu ∆z = 0µm. Procedura procházela zvolený rozsah pohybu obou mikro-
skopových objektiv̊u O s krokem 1µm kolem výchoźı hodnoty stanovené při manuálńım
ostřeńı po vložeńı vzorku. Metoda dvacetkrát procházela stanovený rozsah pohybu. Vždy
určila výslednou polohu pro mechanismus posuvu objektiv̊u O odpov́ıdaj́ıćı maximálńı
hodnotě měřeného holografického signálu wD. Výsledné polohy objektiv̊u byly stanoveny
s intervalem 95% spolehlivosti na −24171,9± 1,4µm pro objektiv O1 a 26435,1± 1,8µm
pro objektiv O2 (měřeno v̊uči referenčńım nulovým pozićım lineárńıch stolk̊u). Polohy
byly potvrzeny manuálně. Z těchto hodnot a ze tvaru křivek grafu na obrázku 8 lze od-
vodit, že kraji intervalu 95% spolehlivosti pro méně př́ıznivý př́ıpad (1,8µm) odpov́ıdá
zanedbatelný pokles signálu.
6.3 Procedura pro dlouhodobé popzorováńı na CCHM mikro-
skopu
Při běhu dlouhotrvaj́ıćıch experiment̊u na CCHM mikroskopu hodnota signálu wD koĺısá
vlivem teplotńıch změn nebo vibraćı. Proto je nutno nalézt proceduru, která by udržovala
maximálńı hodnotu wD. Parametry, které je nutno ovlivňovat jsou: rozd́ıl optických délek
∆L a vzájemný posuvu obraz̊u ve výstupńı rovině VR qf = (xf , yf ).
Navržená procedura aktivuje oba př́ıčné stolky mikroskopového objektivu O2 a osový
pohyb zrcátka Z2. Těmito prvky je postupně pohybováno symetricky kolem jejich výchoźıch
poloh o daný krok. Procedura porovnává výchoźı hodnotu signálu wD,max a hodnoty
wD v přilehlých pozićıch aktivńıho prvku. Aktivńı element je vždy posunut do pozice
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odpov́ıdaj́ıćı maximálńı hodnotě signálu wD. Na obrázku 14(a) je uveden graf časové
závislosti hodnot signálu wD během spuštěné procedury. Ta měnila pozice mikroskopového
objektivu O2 s krokem 100 nm ve směru xf a yf a optický dráhový rozd́ıl větve ∆L (pozice
zrcadla Z2) s krokem 200 nm. Velikosti krok̊u byly voleny jako nejmenš́ı možné k źıskáńı
přibližně konstantńı hodnoty měřeného holografického signálu wD, ale stále postačuj́ıćı
pro spolehlivou korekci rozladěńı mikroskopu vzniklou během intervalu 40 s mezi zásahy
navržené procedury. Na obrázku 14(b) je vynesena časová závislost hodnot měřeného
holografického signálu wD bez spuštěné procedury. Hodnota signálu neńı konstantńı a
je př́ılǐs ńızká po většinu času. Pokles hodnot signálu se projevuje vyšš́ım pod́ılem šumu
v kvantitativńım fázovém obraze (QPI). Definujeme-li hodnotu rozlǐseńı kvantitativńı fáze
pro QPI jako r = 2σϕ, kde σϕ je směrodatná odchylka šumu pozad́ı měřeného ve výřezu
dle obrázku 14(c), pak pokles hodnot signálu na 90 % nemá měřitelný efekt na rozlǐseńı
(viz obrázek 14(b)). S klesaj́ıćımi hodnotami signálu wD šum pozad́ı QPI σϕ roste a t́ım
se zhoršuje rozlǐseńı QPI r. To je názorně ukázáno na řezech jednou z měřených buněk
na obrázku 14(d) a (e).
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Obrázek 14: (a) Př́ıklad dlouhodobé stabilizace vysokých hodnot měřeného holografického
signálu wD a současný pr̊uběh změn hodnot qf = (xf , yf ) a ∆L, které odpov́ıdaj́ı posuv̊um
objektivu O2 a zrcadla Z2, a které vedly ke stabilizaci hodnot signálu. Hodnoty signálu wD
jsou normovány. (b) Časová závislost hodnot signálu wD bez dlouhodobé udržovaćı procedury.
Měřené fázové rozlǐseńı r odpov́ıdaj́ıćı daným hodnotám signálu je vyznačeno ve vybraných
bodech grafu. (c) Kvantitativńı fázový obraz kryśıch rakovinných buněk poř́ızených při 90 %
maximálńı hodnoty měřeného holografického signálu (r = 0,038 rad, viz graf (b)). Měřeńı hod-
noty σϕ je provedeno ve vyznačeném okně (22000 pixel̊u). (d) a (e) Řezy kryśı rakovinnou buňkou
poř́ızené při 100 % maximálńı hodnoty měřeného holografického signálu a 70 % maximálńı hod-
noty měřeného holografického signálu. Řezy byly vedeny úsečkou vyznačenou v obrázku (c).
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7 Konstrukce robotizovaných prvk̊u
V minulé kapitole byly zmı́něny všechny prvky, které jsou v obou mikroskopech nez-
bytné pro jejich ř́ızeńı z PC. V této kapitole bude popsán mechanické řešeńı všech od-
pov́ıdaj́ıćıch robotizovaných prvk̊u obou mikroskop̊u, jejich ř́ıd́ıćı elektronika i zp̊usob
komunikace s PC. Na obrázćıch 15 a 16 jsou zobrazeny 3D modely obou mikroskop̊u a
v nich jsou vyznačeny robotizované podsestavy. Mechanická sestava CCHM byla společně
navržena mnou, Ing. Tomášem Slabým, Ph.D., a Ing. Martinem Antošem, Ph.D.. Kons-
trukce FHM vznikla v mé spolupráci s Ing. Pavlem Kolmanem, Ph.D. V obou př́ıpadech
jsem navrhoval robotické mechanismy včetně jejich ř́ızeńı. V obou sestavách se vyskytuj́ı
robotizované prvky poháněné servopohony firmy Hitec RCD USA [74] nebo HuiDa RC
International [75] a mechanismy založenými na piezoposuvech firmy SmarAct [76]. Oba
typy těchto prvk̊u budou popsány v následuj́ıćım textu.
7.1 Robotizované prvky se servopohony
Všechny robotizované prvky jsou ř́ızeny ze softwaru obslužného PC pomoćı specializo-
vaných ř́ıd́ıćıch karet. Byly voleny karty postačuj́ıćı požadavk̊um každého z mikroskop̊u.
Protože přesnost robotizovaných prvk̊u zálež́ı i na typu použité ř́ıd́ıćı karty, je d̊uležité
zmı́nit se o jejich ř́ıdićıch možnostech.
Pro CCHM byla použita velmi jednoduchá karta SOS-AT od výrobce Snail Instru-
ments [77] (viz obrázek 17(a)) s komunikačńım rozhrańım RS232, umožňuj́ıćı ř́ıdit až osm
servopohon̊u. Karta je napájena pomoćı dvou sṕınaných zdroj̊u s výstupńım napět́ım
5 V. Prvńı zdroj napáj́ı elektroniku karty (konektor U1) a druhý (konektor U2) je využit
pro napájeńı servopohon̊u. Koncepce oddělených zdroj̊u je zvolena z d̊uvodu odstraněńı
rušeńı, které vzniká při pohybu servopohon̊u a které by mělo vliv na správnou funkci
karty. Pomoćı zkratovaćıch propojek lze na kartě nastavit komunikačńı rychlost karty -
propojka B (2400 bit/s nebo 9600 bit/s), rozsah pohybu servopohonu - propojka R (±45◦
nebo ±90◦). Tomu odpov́ıdá i krok natočeńı servopohonu. Ten je dán nastaveným roz-
sahem pohybu, který je rozdělen na 256 logických úrovńı. Je-li nastaven rozsah pohybu
±45◦, je krok natočeńı servopohonu 0,36◦, a je-li nastaven rozsah pohybu ±90◦, pak je
krok natočeńı servopohonu 0,72◦. Pokud bychom využili méně standardńı servopohon
s atypickým rozsahem pohybu, museli bychom vhodně zvolit propojkou R výběr rozsahu
pohybu servopohonu a ze softwaru zajistit, aby servopohon nedostával př́ıkazy na polohy,
na které se nemůže ze svých konstrukčńıch d̊uvod̊u natočit. Deska pak podle zadané lo-
gické úrovně pro každý servopohon generuje signál s pulzně š́ı̌rkovou modulaćı (PWM).
Servopohon reaguje na změnu š́ı̌rky pulzu a v něm umı́stěný servo-zesilovač jej převád́ı na
napět́ı na motoru. Shoduje-li se aktuálńı výchylka servopohonu s požadovanou, servopo-
hon zastav́ı pohyb a reguluje nastavenou výchylku do té doby, dokud se PWM modulace
nezměńı. Vztah velikosti natočeńı servopohonu s rozsahem pohybu ±90◦ na délce pulzu
PWM modulace je patrný z obrázku 18. Komunikace s kartou je založena na zaśıláńı
č́ıselného kódu o třech bytech. Prvńı byte je vždy 255 a je synchronizačńı. Druhý zadává
č́ıslo konektoru, na kterém je servopohon zapojen (S1 až S8) a pro tento př́ıpad nabývá
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Obrázek 15: Optická sestava CCHM: Zd - zdroj světla, IF - interferenčńı filtr, SC - seřizovaćı
clona, Záv - poč́ıtačem ř́ızené závěrky, Kol - kolektor, Z - zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek,
RO - referenčńı objekt, MO - roviny meziobraz̊u, O - objektivy, TČ - tubusové čočky, DM -
difrakčńı mř́ıžky, D - dělič svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K - CCD
kamera (detektor).
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Obrázek 16: Optická sestava FHM. (a) Osvětlovaćı část, (b) zobrazovaćı část. Zd - zdroj světla,
PC - polńı clona, SC - seřizovaćı clona, AC - aperturńı clona, F - šedé filtry, Kol - kolektory, Záv
- poč́ıtačem ř́ızené závěrky, Z - zrcadla, VZ - vzorek, FSF - fluorescenčńı sestavy filtr̊u (excitačńı
filtry, dichroická zrcadla, emisńı filtry), OAC - aperturńı clony objektiv̊u, O - objektivy, TČ -
tubusové čočky, MO - roviny meziobraz̊u, Zoom - zoomovaćı objektivy, DM - difrakčńı mř́ıžky,
Ro - referenčńı okénko, D - děliče svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K -
CMOS kamera (detektor).
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hodnot 0 - 7. Posledńı třet́ı byte zadává výchylku natočeńı servopohonu (0 - 255). Tato
karta, zp̊usob ovládáńı servopohon̊u a t́ım i daná přesnost plně postačuje pro ř́ızeńı robo-
tizovaných prvk̊u CCHM.
Uvedená karta však nedostačuje potřebám ř́ızeńı servopohon̊u v mechanismech FHM,
kdy je vyžadována vyšš́ı přesnost. Proto byla použita karta SSC-32 od výrobce RobotShop
[78]. Tato karta dovoluje př́ımo z obslužného SW nastavovat š́ı̌ri pulz̊u PWM modulace,
které jsou zaśılány servopohon̊um. Tud́ıž s touto kartou jde pracovat na základńı úrovni
komunikace servopohon̊u. Je možno ovlivňovat rozsah natočeńı až na ±90◦ s nejmenš́ım
krokem v š́ı̌rce pulzu 1 µs (0,09◦) a rychlost1 s rozlǐseńım 1 µs/s, kde rychlost servopohonu
je dle [78] definována takto:
”
Hodnota rychlosti 100 µs/s udává, že servopohon potřebuje
10 s k pohybu o 90◦. Alternativně, hodnota rychlosti 2000 µs/s odpov́ıdá hodnotě 500 ms
pro vykonáńı pohybu 90◦.“ Mı́sto požadavku rychlosti je také možné zadat čas, za který
se má otočeńı servopohonu provést. Karta také nav́ıc umožňuje zaśıláńı dat zpět do ob-
služného softwaru. Jde o informace o natočeńı servopohon̊u, status servopohon̊u jako celku
(servopohony stoj́ı nebo se alespoň jeden pohybuje), a také je zde možnost připojit na
vstupy karty odporové sńımače, které je možno vyč́ıtat jak proporcionálně, tak i stavově
(True/False). Karta dokáže obsluhovat až 32 servopohon̊u zapojených do výstup̊u (0 - 31),
které jsou na okraji desky. Deska komunikuje s PC komunikačńım rozhrańım RS232 při
výrobcem předepsané komunikačńı rychlosti 1152000 bit/s. Obdobně jako u karty SOS-
AT je i u této desky napájećı napět́ı děleno, a to do tř́ı paralelńıch větv́ı. Prvá větev je
určena pro logické obvody desky a napájeńı je vedeno na svorky VL. Druhá a třet́ı větev
jsou identické a slouž́ı k napájeńı servopohon̊u (svorky VS1 a VS2). Na nich je stabili-
zováno napět́ı 5 V pomoćı univerzálńıho regulátoru se sṕınaným napět́ım FOXY UBEC
3A, které kromě sńıžeńı napět́ı zdroje také odstraňuj́ı možná rušeńı zp̊usobená motory
servopohon̊u, aby nedošlo k poškozeńı logických obvod̊u desky.
Mechanismy k zakládáńı seřizovaćıch clon SC a polńı clony PC jsou zobrazeny na
obrázku 19. Nosiče s clonami jsou vkládány pomoćı šoupátkového mechanismu u CCHM
a pomoćı rotačńıch ramen u FHM. Se vsunutými clonami lze pohybovat ve třech osách,
a t́ım ustavit a zaostřit jej́ı obrazy vytvářené optikou obou větv́ı ve středu čipu de-
tektoru K. Ř́ızené pohyby šoupátkového mechanismu a rotačńıch ramen jsou vybaveny
dorazy, na které jsou clony dotlačeny. Jako seřizovaćı clony SC byly použity ocelové ple-
chy tloušt’ky 0,4mm s otvorem o pr̊uměru cca 0,02mm. Polńı clonu tvoř́ı irisová clona
D12S od společnosti Thorlabs s maximálńım pr̊uměrem 12mm. Šoupátkový mechanismus
CCHM je ustaven pomoćı lineárńıho posuvu T12X/M od společnosti Thorlabs s rozsahem
pohybu 12,7mm a clona je ostřena vychýleńım paralelogramu, který slouž́ı jako základna
mechanismu. Jako akčńı prvek tohoto mechanismu byl zvolen servopohon HS-125 MG
firmy Hitec RCD USA s maximálńım rozsahem pohybu ±45◦, s momentem 3,0 kg·cm a
s maximálńı rychlost́ı2 pohybu 0,17 s/60◦ při napájeńı 4,8 V. Sestava byla také doplněna
interferenčńım filtrem IF. Rotačńı ramena FHM jsou nesena zkř́ıženými lineárńımi po-
1Rychlost servopohonu lze ř́ıdit časovou změnou š́ı̌rky pulzu PWM modulace. Jedná se o teoretickou
hodnotu rychlosti ideálńıho servopohonu.
2Maximálńı rychlost servopohon̊u je výrobci definována časem, který je potřebný pro vykonáńı defi-
nované velikosti rotačńıho pohybu. Tato veličina bude v práci použ́ıvána.
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Obrázek 17: (a) Ř́ıd́ıćı karta SOS-AT. Zapojeńı konektor̊u: K U1 a U2 je přivedeno napájećı
napět́ı měřené v̊uči zemi GND, ±SI - datové linky rozhrańı RS232, B - komunikačńı rychlost,
SERVO1 až SERVO8 - konektory servopohon̊u, R - rozsah pohyb̊u servopohon̊u. Převzato z [77].
(b) Ř́ıd́ıćı karta SSC-32. Zapojeńı konektor̊u: VL - napájeńı desky, VS1 a VS2 - napájećı konek-
tory pro servopohony, BAUD - komunikačńı rychlost, 0 až 31 - konektory servopohon̊u. Převzato
z [78].
suvy 7T67-6-9SH137ML od společnosti Standa s rozsahem pohybu 6mm. Ty dovoluj́ı
ustavit ramena do vyžadované polohy a obraz clon zaostřit. Jako akčńı prvek tohoto me-
chanismu byl zvolen servopohon HS-5125 MG firmy Hitec RCD USA s maximálńım rozsa-
hem pohybu ±45◦, s momentem 3,0 kg·cm a s maximálńı rychlost́ı pohybu 0,17 s/60◦ při
napájeńı 4,8 V. Oba typy servopohon̊u jsou vybrány tak, aby vždy vyvodily dostatečnou
śılu proti dorazu robotizovaného pohybu. V př́ıpadě CCHM je dorazem šroub na konci
vedeńı šoupátkového mechanismu. V př́ıpadě FHM ramena doléhaj́ı na dorazy umı́stěné
v d́ılu drž́ıćıho lampu. Aby servopohony nebyly přetěžovány a nemusel se vždy v softwaru
měnit koncový bod pohybu servopohonu, je převod śıly vždy nutno vést přes pružný
element (pro FHM mikroskop) nebo jako v př́ıpadě CCHM odpružit uložeńı servopohonu.
Mechanismy dovoluj́ıćı měnit pr̊uměr clon FHM jsou založeny na shodném principu
(viz obrázek 19(a) a 20). Řiditelnou polńı clonu PC a aperturńı clonu AC tvoř́ı irisové clony
D12S od společnosti Thorlabs s maximálńım pr̊uměrem 12mm a objektivové aperturńı
clony OAC tvoř́ı irisové clony D15S od společnosti Thorlabs s maximálńım pr̊uměrem
15mm. Polohováńı polńı clony PC bylo popsáno v předešlém odstavci. Aperturńı clony AC
a OAC jsou polohovány pomoćı dvou šroub̊u s protitlakem pružiny. Aperturńı clona AC je
nesena komerčńım posuvem 5TLM-1TH od společnosti Standa s rozsahem pohybu 3mm.
Všechny clony jsou ř́ızeny vysokorychlostńımi mikro-servopohony Power HD DSM44 firmy
HuiDa. Tyto servopohony maj́ı rozsah pohybu ±60◦, moment 1,2 kg ·cm a maximálńı
rychlost pohybu 0,09 s/60◦ při napájeńı 4,8 V. Krout́ıćı moment servopohon̊u je táhly
přenášen na páky irisových clon, které maj́ı úhlový rozsah pohybu±45◦. Převod je navržen
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Obrázek 18: Vliv změny PWM modulace na velikosti natočeńı servopohonu. Převzato z manuálu
výrobce karty [77].
Obrázek 19: (a) Mechanismus k zakládáńı seřizovaćı clony SC FHM, (b) mechanismus
k zakládáńı seřizovaćı clony SC CCHM: PC – polńı clona, IF – interferenčńı filtr, SC - seřizovaćı
clona, HS-125 MG, HS-5125 MG, DSM44 - servopohony.
tak, aby servopohony umožnily plné otevřeńı i zavřeńı clon. Přesnost těchto mechanismů
je limitována výrobńımi v̊ulemi irisových clon.
Mechanismy závěrek jsou po konstrukčńı stránce velmi jednoduché a ani neńı vyža-
dována na jejich funkci vysoká přesnost servopohonu. Skládaj́ı se z nosiče servopohonu,
vlastńıho servopohonu a závěrky. V mikroskopu CCHM jsou pro tento účel použity ser-
vopohony HS-5056MG firmy Hitec RCD USA s rozsahem pohybu ±45◦, s momentem
1,2 kg ·cm a s maximálńı rychlost́ı 0,12 s/60◦ při napájeńı 4,8 V. Pro FHM mikroskop
byly použity mikro-servopohony Power HD DSM44 firmy HuiDa.
Oproti předchoźımu př́ıpadu je pro nastavováńı zvětšeńı FHM vyžadována vysoká
přesnost. Zoom soustavy Zoom1,3 a Zoom2,4 (viz obrázek 22(a)) jsou navrženy pro změnu
zvětšeńı v rozmeźı M ∈ 〈1, 2〉. Tvoř́ı je vždy pár objektiv̊u Sony 16− 50mm f/3,5− 5,6.
Objektivy byly usazeny do centrovatelných nosič̊u s rozsahem pohybu ±1mm a vyba-
veny osovým posuvem k ostřeńı 7T125X-10 od společnosti Standa s rozsahem pohybu
10mm. Servopohonem je měněno jejich ohnisko v rozmeźı f ∈ 〈25,50〉mm. Jako akčńı
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Obrázek 20: (a) Mechanismus k ř́ızeńı aperturńı clony AC FHM, (b) mechanismus k ř́ızeńı
aperturńı clony objektivu OAC FHM: AC – aperturńı clona, OAC – aperturńı clona objektivu,
O – mikroskopový objektiv, DSM44 – servopohon.
prvek byl zvolen programovatelný digitálńı servopohon HS-5245MG firmy Hitec RCD
USA. Tyto servopohony maj́ı maximálńı rozsah pohybu ±90◦, moment 4,4 kg·cm a ma-
ximálńı rychlost pohybu 0,15 s/60◦ při napájeńı 4,8 V. U tohoto typu servopohonu lze
nastavit parametry (š́ı̌rku pásma necitlivosti pro pulz PWM modulace, smysl a rychlost
otáčeńı, polohu středu a velikost výchylek servopohonu). Servopohony byly shodně ka-
librovány tak, aby pro zvolený převodový poměr měnily velikost ohniska objektivu dle
zvoleného rozmeźı. T́ım je zaručen stejný chod všech čtyř objektiv̊u. Stejné servopohony
byly použity pro ř́ızeńı výstupńıho objektivu VO3. Ten je tvořen fotografickým objektivem
Canon EF 70-200 mm f 2,8 L USM neseným tř́ıosým stolkem složeným z lineárńıch po-
suv̊u 7T125X-10. Výstupńı objektiv je možno nastavit v rozsahu ohnisek f ∈ 〈80,200〉mm.
Tomu odpov́ıdá d́ıky převodovému poměru hnaćı soustavy plný rozsah pohybu servopo-
honu. Stejným převodovým poměrem je řešeno i doostřeńı objektivu. Dı́ky této roboti-
zaci lze měnit zvětšeńı soustavy výstupńıch objektiv̊u VO1 a VO3 (a také VO2 a VO3)
v rozmeźı M ∈ 〈1, 1,46〉. Podobný převodový mechanismus také slouž́ı k rotaci kamery
kolem optické osy. Tento mechanismus neslouž́ı pro provedeńı justážńı procedury, nýbrž
k odstraněńı vadných pixel̊u kamery, kdy je možno pr̊uměrovat v́ıce sńımku v r̊uzných
natočeńıch kamery.
Posledńım typem servopohony hnaných mechanismů jsou lineárńı výměńıky. Ty slouž́ı
k přeṕınáńı fluorescenčńıch kanál̊u FHM mikroskopu. Každému fluorescenčńımu kanálu
odpov́ıdá jeden pár fluorescenčńıch kostek s fluorescenčńı sestavou filtr̊u FSF (obrázek
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Obrázek 21: (a) Mechanismy závěrek Záv1,2 CCHM, (b) mechanismy závěrek Záv1,2 osvětlovaćı
části FHM, (c) mechanismy závěrek Záv3,4 zobrazovaćı části FHM: Záv - závěrky, TČ - tubusové
čočky, HS-5056MG, DS44 - servopohony.
23(a)) a pro něj optimalizovaný pár difrakčńı mř́ıžky DM s referenčńım okénkem Ro
(obrázek 23(b)). Protože pro všechny použ́ıvané excitačńı vlnové délky nebyl nalezen
vhodný dělič svazk̊u D1 se správnou spektrálńı propustnost́ı, bylo nutno vybavit mikro-
skop daľśım výměńıkem (obrázek 23(c)) umı́stěným v osvětlovaćı části mikroskopu. Tyto
mechanismy se vyznačuj́ı podobnou konstrukćı. Pohyblivé lǐsty jsou vedeny v lineárńım
ložisku se zkř́ıženými válečky LWR 3200 od firmy SKF s rozsahem pohybu 200mm. Na
nich jsou umı́stěny optické komponenty. Lǐstami pohybuj́ı v̊uči základně výměńıku servo-
pohony. Jejich rotačńı pohyb je přenášen ozubeným převodem a klikovým mechanismem.
Délka klik a poloměry ozubených kol jsou navrženy tak, aby servopohony svým rozsa-
hem pohybu dokázaly přemı́stit optické komponenty v celém rozsahu pohybu výměńıku.
Pro pohon mechanismů je zvolen silný digitálńı servopohon HS-5645MG firmy Hitec RCD
USA. Tyto servopohony maj́ı rozsah pohybu ±90◦, moment 10,3 kg·cm a maximálńı rych-
lost pohybu 0,23 s/60◦ při napájeńı 4,8 V. Přesnost mechanismů je definována západkovým
mechanismem (např́ıklad obrázek 23(d)). Na pohyblivé lǐstě jsou vytvořeny drážky, přes
které přej́ıžd́ı kladka (ložisko 6x12x4) přitlačovaná pružným elementem. Vůle v převodu
servopohonu je využita tak, aby nebylo zabráněno samovolnému zacvaknut́ı kladky do
drážky.
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Obrázek 22: (a) Dva mechanismy ke změně zvětšeńı Zoom1,2 FHM, (b) mechanismus ostřeńı a
změny zvětšeńı VO3 FHM: Zoom - zoomovaćı objektivy, VO3 - výstupńı objektiv, HS-5245MG
- servopohon.
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Obrázek 23: (a) Mechanismus výměny děliče D1 FHM, (b) mechanismus výměny fluorescenčńıch
sestav filtr̊u FSF1 FHM, (c) mechanismus výměny difrakčńı mř́ıžky DM FHM, (d) západkový
mechanismus mechanismů (a) - (c): D1 - dělič svazk̊u, FSF1 - fluorescenčńı sestava filtr̊u, DM -
výměnná difrakčńı mř́ıžka, HS-5645MG - servopohon.
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7.2 Robotizované prvky s lineárńımi stolky
Všechny tyto mechanismy jsou založeny na lineárńıch stolćıch firmy SmarAct [76] a jsou
ř́ızeny specializovanými drivery téhož výrobce. Použité stolky se lǐśı délkou posuvu, jinak
maj́ı většinu svých parametr̊u stejných:
• rychlost: max. 13mm/ s,
• minimálńı velikost kroku: 50 nm,
• rozlǐseńı: méně než nanometr,
• maximálńı zádržná śıla: 3N.
Parametry lineárńıch stolk̊u plně postačuj́ı pro pohon seřizovaćıch mechanismů obou mik-
roskop̊u. Stolky lze plně ř́ıdit z obslužného PC. Drivery komunikuj́ı po sériové sběrnici
USB (př́ıpadně RS232). Pro komunikaci a veškerá nastaveńı je využito DLL knihovny oba-
lené pro použit́ı v LabView. Dı́ky tomu je možno spustit kalibraci jejich optických senzor̊u,
vyhledáváńı referenčńıch značek (zjǐstěńı fyzické polohy mechanismu), ř́ıdit jejich pozici,
akceleraci i maximálńı rychlost.
Prvou aplikaćı těchto lineárńıch stolk̊u jsou akčńı prvky měńıćı velikost qf . Změny
této veličiny je možno dosáhnout dvěma zp̊usoby. Lze bud’ př́ıčně pohybovat vybraným
optickým prvkem (objektiv O2 u CCHM) nebo naklápět zrcadlo v zobrazovaćı části in-
terferometru (zrcadlo Z9 u FHM). Mechanismus pohybu objektivu O2 je zobrazen na
obrázku 24(a). Objektiv je nesen na odlehčeném rameni, které je upevněno na XY sto-
lek složený z lineárńıch stolk̊u SLC-2460. Takto upevněný objektiv se může pohybovat
v obou směrech v rozsahu ±17mm. Mechanismus naklápěńı zrcadla Z9 je znázorněn na
obrázku 24(b). Zrcadlo se svým nosičem je uloženo v kloubovém ložisku s osovým stykem
GX17F od firmy SKF [79] tak, aby střed rotace ložiska byl sjednocen se středem odrazné
plochy zrcadla. T́ım je zaručena rotace prvku bez parazitńıho posuvu. Nosič, kloubové
ložisko a základna nosiče jsou společně staženy pružinou. Rotačńı pohyb je realizován
dvěma lineárńımi stolky SLC-2430, jejichž výchylka je přenášena kuličkou na rotačńı po-
hyby ramen nosiče zrcadla. Kuličky jsou na straně lineárńıho stolku uloženy v kulových
jamkách. Na straně s nosičem zrcadla jedna kulička doléhá tečně k povrchu kalené rovinné
vložky nosiče a druhá je uložena v drážce s kalenými válcovými elementy. Takto utvořené
klouby jsou stahovány pružinkami. Mechanismus dovoluje natočeńı zrcadla v rozsahu asi
±0,5◦. Pro lepš́ı justáž mikroskopu je celý mechanismus uložen na lineárńı vedeńı 7T125X-
10 od firmy Standa. Při návrhu je třeba zkontrolovat dosažitelné přesnosti nastaveńı obou
typ̊u mechanismů. Budeme-li uvažovat extrémńı př́ıpad vyjdeme-li z použit́ı modrého
světla o vlnové délce λ = 400 nm a imerzńıho olejového objektivu s NA = 1,3, je mez








= 187 nm. (12)
Minimálńı krok |qf | mechanismu nesoućıho mikroskopový objektiv O2 CCHM je dán
př́ımo minimálńı velikost́ı kroku lineárńıch stolk̊u (50 nm), který je výrazně menš́ı než
nejmenš́ı možná rozlǐsovaćı mez objektivu R. Pro určeńı minimálńıho kroku mechanismu
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nesoućıho zrcátko Z9 FHM je nutno postupovat odlǐsně, vzhledem k umı́stěńı justážńıho
zrcátka. Minimálńı velikosti kroku lineárńıch stolk̊u odpov́ıdá posun meziobrazu MO1 za
tubusovou čočkou TČ3 o 67 nm. Vztáhneme-li tuto hodnotu v̊uči běžně dostupným ob-
jektiv̊um, pak pro objektiv s nejmenš́ım zvětšeńım 4x (s největš́ım zvětšeńım 100x) je
možno posun MO1 přepoč́ıst do roviny vzorku SC a dosáhnout kroku |qf | = 16,75 nm
(|qf | = 0,67 nm). To je mnohonásobně méně, než jsou př́ıslušná rozlǐseńı R těchto objek-
tiv̊u. Oba mechanismy jsou schopny zajistit přesné seř́ızeńı mikroskop̊u.
Obrázek 24: (a) Mechanismus měńıćı posunut́ı qf př́ıčným pohybem objektivu O2 CCHM, (b)
mechanismus měńıćı velikost qf náklonem zrcadla Z9 u FHM: O2 - mikroskopový objektiv, RO
- referenčńı objekt, Z9 - zrcadlo, SLC-2460, SLC-2430 - lineárńı stolky.
Daľśı aplikaćı těchto lineárńıch stolk̊u jsou akčńı prvky měńıćı ∆L. U CCHM mik-
roskopu je tohoto efektu dosaženo mechanismem určeným k pohybu zrcátka Z2, který
je znázorněn na obrázku 25(c). Sestava využ́ıvá lineárńıho stolku SLC-2445 a dovoluje
pohyb zrcátka ve směru optické osy. Rozsah umožněné změny délky větve ∆L = ±20mm
s nejmenš́ım krokem ∆L = 100 nm. Pohyb zrcátka je na jedné straně omezen mecha-
nickým dorazem, aby nedošlo k poškozeńı děliče svazk̊u D2. U FHM mikroskopu jsou
tři již zmı́něné možnosti, jak měnit optickou délku zobrazovaćıch větv́ı. Prvou je mecha-
nismus výsuvu a rotace zrcátka Z5 a s ńım vázaná rotace zrcátka Z7 viz obrázek 25(a).
Princip kinematiky mechanismu je znázorněn na obrázku 25(b). Mechanismus je vykreslen
v poloze středové a v poloze vychýlené (čárkované). Odsune-li lineárńı stolek zrcátko Z5
do polohy Z′5, dojde k prodloužeńı vzdálenosti a na a
′. Přitom úhly vyznačené na obrázku
z̊ustávaj́ı neměnné a plat́ı α = α′ a β = β′. T́ım také docháźı k rotaci zrcátek Z5 a Z7,
přičemž zrcátko Z7 rotuje kolem pevného bodu. Tohoto principu je využito při konstrukci.
Konstrukčńı prvky, umožnuj́ıćı měnit vzdálenost a (a′), jsou vybaveny pružnými klouby,
jejichž osa rotace je pomoćı manuálńıch stolk̊u 7T67-6-9SH137ML od firmy Standa sjed-
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nocena s odraznou površkou zrcadel. Tyto prvky jsou v sobě uloženy pomoćı lineárńıho
vedeńı LWR 3050 od firmy SKF. Rozsah umožněné změny délky větve ∆L = ±2,65mm
s nejmenš́ım krokem ∆L = 70 nm. Druhou možnost́ı změny délky větve je totožný mecha-
nismus v osvětlovaćı části mikroskopu, který pohybuje zrcadly Z2 a Z4. Posledńı možnost́ı
je společný osový pohyb mikroskopových objektiv̊u O1,2 a osový pohyb mikroskopového
stolku se vzorkem VZ (viz obrázek 25(d)). Tato možnost dovoluje měnit délku větv́ı jak
v osvětlovaćı tak i v zobrazovaćı části. Oba objektivy jsou kv̊uli vyšš́ı zátěži neseny zdvo-
jeným lineárńım stolkem SLC-1770, který je předepnut pružinami. Mikroskopovým stol-
kem pohybuje trojice lineárńıch stolk̊u SLC-2430. Všechny tyto stolky umožňuj́ı změnu
délky větve ∆L = ±8mm s nejmenš́ım krokem ∆L = 100 nm. Přesnosti i rozsahy po-
hyb̊u mechanismů plně dostačuj́ı k seř́ızeńı obou mikroskop̊u, protože jsou menš́ı než je
koherenčńı délka b́ılého světla, která je např́ıklad pro halogenovou lampu dána asi 1µm
[80].
Posledńımi aplikacemi lineárńıch stolk̊u jsou osové výsuvy dvou část́ı tubusové čočky
TČ2a,2b, které jsou určeny pro laděńı stojaté vlny mezi mikroskopovými objektivy O1,2
FHM mikroskopu (viz obrázek 16).
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Obrázek 25: (a) Mechanismus FHM měńıćı délku větve ∆L výsuvem s rotaćı zrcátka Z5 a
vázanou rotaćı zrcátka Z7, (b) kinematické schéma mechanismu (a) (čárkovaná čára znač́ı
vychýlenou polohu), (c) mechanismus určený k pohybu zrcátka Z2 u CCHM, (d) - mechanismy
FHM pro společný osový pohyb mikroskopových objektiv̊u O1,2 a osový pohyb mikroskopového
stolku se vzorkem VZ: O - mikroskopové objektivy, Z - zrcadla, OAC - aperturńı clony objektiv̊u,
VZ - vzorek, SLC-2445, SLC-2430, SLC-1770 - lineárńı stolky.
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8 Software pro ř́ızeńı Fluorescenčńıho holografického
mikroskopu
Z požadavk̊u na ř́ızeńı a funkci FHM, konstrukce optické soustavy, druhu použitých
akčńıch prvk̊u, jejich kontrolér̊u a kumunikace př́ımo vyplývaj́ı požadavky na software
mikroskopu. Konkrétně je nutné programově ovládat servopohony, lineárńı stolky Sma-
rAct, źıskávat obrazová data (hologramy) z kamery a ty následně zpracovat, analyzovat a
ukládat. Kĺıčovou otázkou je architektura softwaru, která muśı zaručit, že bude co nejv́ıce
modulárńı. Jednotlivé jeho části muśı být funkčně nezávislé. Paralelita proces̊u všech část́ı
je d̊uležitá pro jejich nezávislost. Podrobné schéma softwaru vytvořeného v prostřed́ı Lab-
View včetně výpis̊u komunikačńıch řetězc̊u je součást́ı př́ılohy práce. Toto programovaćı
prostřed́ı bylo zvoleno z d̊uvodu možnosti rychlé tvorby programu. Nav́ıc obsahuje uce-
lené nástroje pro programováńı hradlového pole grabberu kameru. Zjednodušené schéma
softwaru je uvedeno na obrázku 26. Software se skládá z programů základńı vrstvy, které
komunikuj́ı s hardwarem (regulátor servopohon̊u, regulátor lineárńıch stolk̊u SmarAct
a program pro obsluhu kamery Basler), a programu, který zpracovává hologramy. Pro
uživatele pracuj́ıćıho s mikroskopem je určen frontálńı program (program uživatelského
rozhrańı) a program Pylon 4 dodávaný společně s kamerou. Z požadavk̊u nezávislosti a
modularity programů vyplývá požadavek na komunikaci mezi programy. Nav́ıc lze každou
část softwaru lze nastavit tak, aby běžela na svém vlastńım vlákně procesoru. Proto byla
vytvořena datová vrstva, která dovoluje vyměňovat si data mezi programy základńı a
frontálńı vrstvy. Data jsou do ńı zapisována a z ńı vyč́ıtána ve formě textových řetězc̊u,
logických proměnných, č́ıselných hodnot a poĺı. To dovoluje svobodnou výměnu dat mezi
jednotlivými částmi softwaru. Tato nezávislost také dovoluje provést jednoduše všechna
nastaveńı programů, testováńı a laděńı.
8.1 Program uživatelského rozhrańı
Program uživatelského rozhrańı slouž́ı k ovládáńı celého mikroskopu uživatelem a také se
stará o ř́ızeńı běhu celého softwaru. Uspořádáńı frontálńıho panelu programu uživatelského
rozhrańı je zřejmé z obrázku 27. Architektura programu je založena na principu konečného
stavového automatu, který disponuje třemi stavy. Prvým z nich je inicializace. Při ńı
docháźı k resetováńı hodnot datové vrstvy a ke spuštěńı programů základńı vrstvy v je-
jich automatickém módu (viz daľśı text). Oba regulátory se spust́ı a docháźı k jejich
vlastńı inicializaci. Jsou-li oba regulátory připraveny, odeśılaj́ı informaci o svém statusu
přes datovou vrstvu uživatelskému rozhrańı. Posledńım krokem inicializace je přenastaveńı
pozic lineárńıch stolk̊u do výchoźıch hodnot. Druhý stav tvoř́ı v programu uživatelského
prostřed́ı smyčku, při jej́ımž běhu se postupně kontroluj́ı hodnoty požadovaných veličin a
porovnávaj́ı se s těmi, které jsou v registru smyčky uloženy jako stávaj́ıćı. Je-li zjǐstěna
změna, odeśılá se př́ıkaz př́ıslušnému regulátoru a po jeho splněńı dojde k přepsáńı regis-
tru smyčky. Pro zjednodušeńı kódu a jeho použ́ıváńı i při automatických procedurách byly
některé kontroly zabaleny do vrstvy podprogramů. Jedná se o vázané pohyby lineárńıch
stolk̊u pro posuv pole qf PP, změna délky větve ∆L pomoćı vázaného pohybu mikrosko-
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Obrázek 26: Zjednodušené blokové schéma ř́ıd́ıćıho softwaru FHM mikroskopu.
pových objektiv̊u O1,2 s mikroskopovým stolkem MS v ose z OZO a posuv mikroskopového
stolku MS v osách x a y. K vlastńımu zaśıláńı př́ıkaz̊u regulátor̊um se využ́ıvaj́ı podprog-
ramy, které pozastav́ı smyčku programu uživatelského prostřed́ı, zašlou př́ıkaz do datové
mezivrstvy a čekaj́ı do té doby, dokud regulátor nezašle do datové mezivrstvy žádanou od-
pověd’. T́ım je zaručeno, že každý př́ıkaz uživatele či automatické procedury je vykonán a
nemůže být přeskočen. Se všemi regulátory a programy komunikuje program uživatelského
rozhrańı také př́ımo zápisem a čteńım z datové mezivrstvy. Pro ukončeńı běhu softwaru
využ́ıvá posledńı stav programu. Při něm se všem programům a regulátor̊um zašle př́ıkaz,
aby se ukončily, a t́ım se deaktivuje komunikace s hardwarem.
8.2 Regulátor servopohon̊u
Prvńı z regulátor̊u obsluhuje servopohony. Tento regulátor po svém spuštěńı sám inicia-
lizuje ř́ıd́ıćı kartu SSC-32 a očekává př́ıkaz z datové mezivrstvy. Rozhrańı regulátoru je
znázorněno na obrázku 28. Pro každý řiditelný kanál obsahuje regulátor možnosti na-
staveńı. Jedná se o koncové polohy mechanismů - tedy servopohon̊u, nastaveńı rychlosti
pohybu, polohy servopohon̊u pro jednotlivé stavy, možnost nastaveńı offsetu pohybu nebo
možnost kanál úplně vypnout.
Mechanismy lze rozdělit do dvou kategoríı. Prvé jsou mechanismy s přesně defino-
vanými polohami - stavy (např́ıklad stavy závěrek Záv, zakládaćı mechanismus polńı
clony PC a seřizovaćı clony SC, mechanismy změny fluorescenčńıho kanálu - výměna flu-
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Obrázek 27: Panel programu uživatelského rozhrańı softwaru FHM mikroskopu.
orescenčńıch sestav filtr̊u FSF, difrakčńıch mř́ıžek DM a pod.). Druhou kategoríı jsou me-
chanismy s proporcionálńı změnou (pr̊uměry clon, změny ohnisek zoom objektiv̊u Zoom,
změna ohniska a ostřeńı výstupńıho objektivu VO3). Z datové mezivrstvy proto regulátor
vyč́ıtá dva druhy př́ıkaz̊u, které maj́ı vždy formu textového řetězce. Bud’ jde o kód stavu
prvého tipu mechanismů, nebo kombinaci informace o ř́ızené funkci a o č́ıselné hod-
notě pohybu obvykle v procentech, kdy 0 % a 100 % znač́ı polohy odpov́ıdaj́ıćı rozsahu
pohybu. Regulátor řetězce dekóduje a převád́ı jejich informace na pokyny pro jednot-
livé servopohony. Poté, co ř́ıd́ıćı karta obdrž́ı informace a vykoná požadované pohyby,
vraćı regulátoru informaci o splněńı požadavk̊u, a ta je formou odpovědńıho návratového
řetězce zaslána datové mezivrstvě. Kromě toho je pro laděńı jednotlivých pohyb̊u naprog-
ramována možnost ř́ıdit servopohony ručně. T́ım lze źıskat všechny hodnoty nastaveńı
jednotlivých kanál̊u.
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Obrázek 28: Panel regulátoru servopohon̊u s možnostmi plného nastaveńı každého řiditelného
kanálu ř́ıdićı karty.
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8.3 Regulátor lineárńıch stolk̊u
Druhý z regulátor̊u obsluhuje lineárńı stolky SmarAct. Tento regulátor po svém spuštěńı
sám inicializuje jejich ř́ıd́ıćı elektroniku, postupně u všech lineárńıch stolk̊u nalezne refe-
rence, a t́ım zjist́ı jejich fyzické pozice. Poté očekává př́ıkaz z datové mezivrstvy. Rozhrańı
regulátoru je znázorněno na obrázku 29. Pro každý řiditelný kanál obsahuje regulátor
možnosti nastaveńı. Jedná se o koncové polohy stolk̊u, nastaveńı rychlosti a akceleraci
pohybu, polohy stolk̊u, možnost nastaveńı offsetu nebo reverzovat smysl pohybu stolku.
Z datové mezivrstvy regulátor vyč́ıtá př́ıkazy ve formě textového řetězce. Kód obsa-
huje informaci o ř́ızené funkci a požadovanou č́ıselnou hodnotu polohy lineárńıho stolku
v nanometrech. Regulátor řetězec dekóduje a převede č́ıselnou informaci na pokyny pro
jednotlivé lineárńı stolky. Poté, co ř́ıdićı elektronika obdrž́ı informace a vykoná požadované
pohyby, je testováno, zda odchylka držené polohy stolku je nižš́ı než povolená tolerance.
Pokud ano, vraćı regulátor návratovou informaci programové mezivrstvě. Kromě toho je
pro laděńı jednotlivých pohyb̊u naprogramována možnost ř́ıdit lineárńı stolky ručně a je
možno po inicializaci spouštět kalibrace. T́ımto lze opět źıskat všechny hodnoty nastaveńı
jednotlivých kanál̊u.
8.4 Program kamery Basler
Tento program vyč́ıtá obrazová data z kamery Basler. Skládá se ze dvou část́ı. Prvou
je program, který generuje firmware pro programovatelné hradlové pole (FPGA - Field
Programmable Gate Array) graberu kamery. Druhou je spustitelný kód, který s firmwarem
komunikuje a který z něj pomoćı nástroj̊u programováńı hradlového pole pro LabView
vyč́ıtá poř́ızené sńımky. Tento program je odvozen od vzorového programu k ovládáńı ka-
mery. Grabber s hradlovým polem byl vybrán záměrně, protože dovoluje nahradit posledńı
část softwaru a tak zpracovávat obraz př́ımo bez zat́ıžeńı procesoru poč́ıtače. Zat́ım je tato
možnost z časové náročnosti programováńı nevyužita a pro testováńı funkćı mikroskopu
je zat́ım nevýznamná.
Po spuštěńı programu dojde k inicializaci kamery a spust́ı se i server grabberu, který
využ́ıvá program Pylon 4 pro nastaveńı kamery. Na obrázku 30 je zobrazen panel prog-
ramu. Uživatel před zahájeńım sńımáńı muśı v Pylonu 4 nastavit bitovou hloubku CMOS
čipu, typ transportńı vrstvy pro přenos dat po rozhrańı CameraLink. Poté lze z prog-
ramu uživatelského rozhrańı zahájit sńımkováńı. V pr̊uběhu práce s mikroskopem uživatel
využ́ıvá program Pylon 4 pro nastaveńı expozice a zisku kamery. Na frontálńım panelu
programu kamery se zobrazuj́ı vyčtená data a rychlost, se kterou jsou sńımky vyč́ıtány
z kamery. Z programu uživatelského rozhrańı lze spouštět ukládáńı sńımk̊u a nastavovat
adresu složky, do které se maj́ı sńımky uložit. Tyto informace jsou opět pośılány přes
datovou mezivrstvu. Do ńı program vpisuje 2D matice obrazových dat pro zpracováńı
automatickými procesy, nebo zdrojová data programu zpracováńı obrazu. Obdobně jako
u regulátor̊u lze program využ́ıvat samostatně bez zásah̊u uživatelského rozhrańı.
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Obrázek 29: Panel regulátoru lineárńıch stolk̊u SmarAct s možnostmi plného nastaveńı každého
řiditelného kanálu ř́ıd́ıćı elektroniky.
8.5 Program ke zpracováńı obrazu
Posledńı program jako jediný nekomunikuje s hardwarem, nýbrž jen s datovou mezi-
vrstvou. Vyč́ıtá z ńı informace ve formě 2D pole obrazových hodnot, která podle schématu
na obrázku 3 zpracovává a źıskává tak amplitudový a fázový obraz. Program lze také
spustit s hologramy poř́ızenými dř́ıve. Na obrázku 31 je zobrazen panel programu. Je
možno nastavit parametry rekonstrukce, jako je numerická apertura mikroskopových ob-
jektiv̊u, zvětšeńı mikroskopu, velikost pixel̊u kamery a středńı vlnová délka interferuj́ıćıho
zářeńı. Z těchto parametr̊u je poč́ıtána velikost výřezu dat prostorových frekvenćı okolo
nosné frekvence interferenčńıch proužk̊u, na který je použito Hanningovo okno. Polohu
nosné frekvence ve spektru lze zvýraznit zacloněńım ńızkých frekvenćı a pomoćı kurzoru
tuto polohu nastavit. Důležitou hodnotou, kterou program poč́ıtá a zapisuje do datové
mezivrstvy, je pr̊uměrná hodnota měřeného holografického signálu wD.
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Obrázek 30: Výřez z panelu programu pro vyč́ıtáńı obraz̊u kamery Basler.
Obrázek 31: Panel programu pro zpracováńı poř́ızených hologramů. Všechy parametry zpra-




Tato práce velkou měrou přispěla k uživatelské př́ıvětivosti holografických mikroskop̊u a
umožnila jejich využit́ı na biologických pracovǐst́ıch t́ım, že zavedla automatickou justáž
a ř́ızeńı komplikované optické soustavy těchto mikroskop̊u. Byly aplikovány justážńı me-
tody, založené na kombinaci jednoduchých a účelných justážńıch procedur vycházej́ıćıch
z praktických zkušenost́ı s holografickými mikroskopy. Pro tyto metody byla nalezena
spolehlivá veličina vhodně kvantifikuj́ıćı stav mikroskopu v podobě pr̊uměrné hodnoty
měřeného holografického signálu wD, který je online zjǐst’ován při numerickém zpracováńı
hologramů během pozorováńı. Jednotlivé procedury byly úspěšně otestovány a poté byly
převzaty do komerčńıch verźı Q-PHASE koherenćı ř́ızeného holografického mikroskopu.
Pro chod těchto procedur byly navrženy robotické mechanismy ř́ızené z obslužného PC.
Kromě toho byl vytvořen také ř́ıdićı software pro Fluorescenčńı holografický mikroskop,
v němž byly tyto procedury integrovány. Výsledky této disertačńı práce jsou shrnuty
v článku [66] a chráněny patentem [62].
V rámci daľśıho vývoje justážńıch procedur bude prob́ıhat jejich úprava pro budoućı
biologické aplikace FHM. S t́ım bude souviset i budoućı vývoj obslužného softwaru.
Také budou testovány sestavy CCHM mikroskopu se zjednodušenou zobrazovaćı větv́ı.
To umožńı vytvořit jednoúčelový robotizovaný mikroskop.
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A Alternativńı veličina pro justáž mikroskop̊u
Pro hodnoceńı stavu justáže holografických mikroskop̊u byla - kromě teoretického hologra-
fického signálu w - testována také alternativńı veličina vypočtená z komplexńı amplitudy.
Protože je možno považovat za hodnot́ıćı kritérium i to, aby byly hodnoty obrazové ampli-
tudy vysoké s minimálńım šumem, nab́ıźı se možnost využ́ıt k justáži mikroskopu poměr





kde σwD je směrodatná odchylka vypočtená z matice hodnot komplexńı amplitudy wD(i, j).
K prokázáńı, že také poměr signál/šum má své globálńı maximum pro |qf − qt(M −
1)| = 0µm a ∆L = 0µm pro M = 1 s úzkopásmovým světelným zdrojem, byly při
měřeńı holografického signálu wD vyč́ıtány i hodnoty SNR. Tato data jsou na obrázku
32 porovnána s pr̊uběhem měřeného holografického signálu. Porovnáme-li ovšem pr̊uběh
hodnot pr̊uměrné amplitudy wD (obrázek 32(a)) s pr̊uběhem pod́ılu signálu a šumu SNR
(obrázek 32(b)) je zcela zřejmé, že pr̊uměrná amplituda wD má podstatně lépe definované
ostré maximum. Na základě tohoto srovnáńı jsme zvolili jako kritérium kvality justáže
mikroskopu holografický signál.
Obrázek 32: Porovnáńı závislosti měřeného holografického signálu wD a poměru signál/šum SNR
na posunut́ı qf pro ∆L = 0µm a M = 1 s úzkopásmovým světelným zdrojem. Měřeńı wD a
SNR je prezentováno stejným zp̊usobem jako na obrázku 5.
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B Metoda hodnoceńı ostrosti obrazu CCHM mikro-
skopu
V současných vědeckých mikroskopech je ned́ılnou součást́ı př́ıstroje systém na udržováńı
fokusace mikroskopového objektivu. Tento dodatek je zaměřen právě na tuto proble-
matiku. Autofokusačńı metody lze rozdělit dle jejich principu na metody oṕıraj́ıćı se
o vhodnou softwarovou analýzu pozorovaného obrazu a o hardwarové vybaveńı př́ıstroje.
Hardwarové metody by znamenaly pro oba mikroskopy, popisované v této práci, doplněńı
daľśıch optických prvk̊u. Proto bylo zvoleno softwarové řešeńı. Prvá metoda, založená na
posuzováńı ostrosti obrazu v závislosti na změně velikosti měřeného holografického signálu
wD byla již popsána v části 6.2.2 a také aplikována na nověǰśı mikroskop (FHM). Pro
mikroskop CCHM byla použita dř́ıve navržená metoda softwarového autofokusu.
B.1 Hardwarový autofokus pro mikroskopii
Hardwarový autofokus je často dodáván jako komerčně prodávaný př́ıdavný modul k běž-
ným mikroskop̊um. Je založen na principu odrazu světla pomocného zdroje od vzorku a
jeho následné detekci. Princip autofokusu Nikon Perfect Focus System [81] je na obrázku 33.
Z diodového zdroje LD vycháźı světlo, které procháźı ofsetovou čočkou OČ a objektivem
O na kryćı sklo KS. Od něj je světlo odraženo a dopadá na řádkový detektor LCCD. Po-
moćı pohybu ofsetové čočky OČ lze nastavit rovinu ostrosti, tedy jej́ı vzdálenost od kryćıho
skla KS. Je-li vzorek VZ z d̊uvodu tepelného driftu či vibraćı vychýlen z požadované roviny
ostrosti, odraźı se světlo diody mimo střed LCCD. V závislosti na výchylce je pomoćı po-
hybu mikroskopového stolku či výsuvem objektivu O vzorek VZ doostřen. Na podobných
principech jsou založeny i metody firem Prior Scientific Instruments [82] nebo Motion X
Corporation [83].
Obrázek 33: Optické schéma Nikon Perfect Focus System: VZ - vzorek, KS - kryćı sklo, O -
mikroskopový objektiv, DZ - dichroické zrcadlo, TČ - tubusová čočka, OČ - ofsetová čočka, LD
- laserová dioda, LCCD - lineárńı CCD čip. Převzato a překresleno z [81].
Nespornou výhodou je rychlost, se kterou je doostřeno, dojde-li k vychýleńı vzorku.
Bohužel, velká nevýhoda je přesně definovaná rovina ostrosti, kterou je třeba nastavit
před začátkem experimentu. Neńı tedy hĺıdáno, zda je pozorovaný objekt v preparátu
(např́ıklad živá buňka) stále ostrý. To může vést ke sńıžeńı kvality obrazu, např́ıklad při
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pozorováńı mitózy buněk, kdy docháźı ke vzdáleńı děĺıćı se buňky od kryćıho skla, nebo
při 3D trasováńı volně se pohybuj́ıćıch buněk v prostoru [84].
B.2 Softwarový autofokus
Možnost́ı, jak udržet i dynamický děj stále zaostřený, je použit́ı takové metody, která
pr̊uběžně vyhodnocuje ostrost obrazu a podle zjǐstěné hodnoty pozorovaný objekt doostř́ı.
Pro určováńı ostrosti obrazu mikroskopických vzork̊u je možno použ́ıt větš́ıho počtu ma-
tematických metod, které lze rozdělit do čtyř kategoríı [85]. Jsou to metody intuitivńı
a metody založené na derivaci, statistice a analýze histogramu obrazových dat. Pro tes-
továńı ostrosti obrazového výstupu CCHM (amplitudový obraz a kvantitativńı fázový
obraz) byly zvoleny tyto metody:






[g(x, y)− g]2 , (14)
kde Nx a Ny jsou rozměry obrazové matice G s hodnotami pixel̊u g(x, y) a g je
středńı hodnota pixel̊u obrazové matice,










[g(x, y)− g(x− 1, y)]2 + [g(x, y)− g(x, y − 1)]2 , (15)








[g(x+ 1, y) + g(x− 1, y) + g(x, y + 1) + g(x, y − 1)− 4g(x, y)]2 .
(16)
Důvody, proč byly tyto metody vybrány, jsou rychlá konvergence a prokázaná schopnost
naj́ıt rovinu ostrosti pro buněčné preparáty [86, 87]. V obou publikaćıch jsou metody
využ́ıvány pro hodnoceńı ostrosti v digitálńıch holografických off-axis mikroskopech, které
využ́ıvaj́ı koherentńı zdroj světla.
V publikaci [86] jsou metody aplikovány při vyhodnocováńı experimentu na dř́ıve
poř́ızených datech pomoćı iteračńıho postupu, který spoč́ıvá v numerickém přeostřeńı a
následném hodnoceńı ostrosti obrazu. Postupně jsou zpracována veškerá data a výstupem
jsou ostré sńımky. Naproti tomu v článku [87] jsou metody aplikovány při pořizováńı ob-
razu. Rovina ostrosti je hledána pomoćı pohybu kamery podél optické osy do doby, dokud
neńı obraz vyhodnocen jako ostrý. Dı́ky znalosti podélného zvětšeńı zobrazovaćı soustavy
je výchylka kamery od jej́ı výchoźı polohy převedena na výchylku mikroskopového ob-
jektivu. V publikaci jsou pro každou metodu uvedeny výpočetńı časy. Pro metodu VAR
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vycháźı nejnižš́ı. Tato vlastnost je d̊uležitá, protože snižuje čas, který je potřeba k za-
ostřeńı preparátu.
Prvá metoda dle [86] se zdá pro naše účely nepoužitelná, protože je CCHM použ́ıváno
s polychromatickým světlým zdrojem, který má ńızkou koherenci. Možnost numericky
přeostřovat je velmi ńızká [65]. Jedinou možnost́ı je změnit koherenci světla zdroje tak,
aby se dalo numericky přeostřovat, naj́ıt rovinu ostrosti, podle zjǐstěné vzdálenosti fyzicky
přeostřit a obnovit koherenci světla na p̊uvodńı hodnotu. Druhou metodu dle [87] lze
použ́ıt jen s t́ım, že rovina ostrosti bude hledána př́ımo změnou polohy mikroskopového
objektivu a preparátu, protože kamera mikroskopu je umı́stěna pevně.
B.3 Experiment
Ćılem prvotńıho experimentu je porovnat výsledky výše popsaných metod hodnoceńı os-
trosti pro biologický preparát a stanovit tak vhodnou metodu, použitelnou pro CCHM.
Metody byly experimentálně vyzkoušeny na sérii sńımk̊u, které byly poř́ızeny v rozsahu
posunut́ı ∆z = ±200µm. Zaostřený sńımek byl uprostřed série. Byly sńımány kryśı rako-
vinné buňky fibrosarkomu (K2) pomoćı objektiv̊u Nikon 10/0,3. Polychromatické světlo
bylo upraveno interferenčńım filtrem FB650-10 (λ = 650 nm, FWHM = 10 nm) od firmy
Thorlabs. Stejně, jako bylo zjǐstěno v [87], docháźı i u CCHM k tomu, že kontrast am-
plitudového obrazu je minimálńı, právě když je kvantitativńı fázový obraz ostrý a na-
opak. Je-li fázový sńımek neostrý, pak v amplitudovém jsou buňky rozpoznatelné. Z toho
d̊uvodu je zapotřeb́ı hledat na amplitudových sńımćıch minimum a na fázových maxi-
mum funkćı (14), (15) a (16). Na obrázku 34 jsou uvedeny źıskané hodnoty pro vybrané
buňky. Je zřejmé, že metody GRA a LAP na amplitudovém i kvantitativńım fázovém ob-
razu selhávaj́ı. Na jejich pr̊uběźıch nelze bezpečně rozpoznat jednoznačné minimum či
maximum. Metoda VAR dokázala nejlépe určit ostrý sńımek u kvantitativńıho fázového
obrazu. Maximum je jasně zřetelné v okoĺı středu série sńımk̊u. Na amplitudovém obraze
metoda VAR také selhala.
B.4 Návrh metody softwarového autofokusu
Metodu softwarového autofokusu převzala společnost TESCAN ORSAY HOLDING a ap-
likovala ji v kombinaci s hledáńım roviny ostrosti pomoćı numerického přeostřeńı (obdobně
jako v [86]) do programu Q-PHASE, který ř́ıd́ı komerčńı verze CCHM mikroskop̊u.
Metoda spoč́ıvá v uživatelském výběru buněk, které maj́ı být pozorovány. Pravidelně
mezi sńımky experimentu a mezi úkony procedury pro dlouhodobé pozorováńı prob́ıhaj́ı
kroky autofokusu. Je měněna prostorová koherence světla sevřeńım aperturńı clony AC,
zaznamenán hologram a ten je numericky přeostřen. Hodnota ostrosti je klasifikována na
kvantitativńım fázovém obrazu veličinou VAR (14). Podle zjǐstěné hodnoty posunut́ı je
upravena pozice vzorku SC a mikroskopového objektivu O1.
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Obrázek 34: Pr̊uběhy hodnot GRA, LAP a VAR pro vybrané buňky. Hodnoty vynesené na osu y
jsou normovány v̊uči jejich maximu. U obrázk̊u buněk byl zvýšen kontrast.
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s. 271–304.
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1976: s. 1055 – 1069 ISSN 0006-3495 doi:10.1016/S0006-3495(76)85755-4.
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interferometers. Appl. Opt., ročńık 33, č. 22 Srpen 1994: s. 5041–5049 doi:10.1364/
AO.33.005041.
[60] Iwai, H.; Fang-Yen, C.; Popescu, G.; a kol. Quantitative phase imaging using actively
stabilized phase-shiftinglow-coherence interferometry. Opt. Lett., ročńık 29, č. 20 Ř́ıjen
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pad 2013: s. 28258–28271 doi:10.1364/OE.21.028258.
79
[66] Dostal, Z.; Slaby, T.; Kvasnica, L.; a kol. Automated alignment method for coherence-
controlled holographic microscope. Journal of Biomedical Optics, ročńık 20, č. 11 2015:
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ročńık 14, č. 1 2009: s. 014018–014018 doi:10.1117/1.3080133.
[85] Sun, Y.; Duthaler, S.; Nelson, B. J. Autofocusing algorithm selection in computer
microscopy. in 2005 IEEE/RSJ International Conference on Intelligent Robots and
Systems IEEE 2005 s. 70–76.
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optiky a mikroskopie
Pedagogické aktivity
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in Optics, 2014, roč. 59, č. 1, s. 267-336. ISSN: 0079-6638.
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